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Izvod:  
IZ 
Streptococcus pneumoniae (pneumokok) je jedan od vodećih uzroka 
morbiditeta i mortaliteta širom sveta, kada su u pitanju infektivne bolesti. 
Pretežno izaziva infekcije gornjih respiratornih puteva (sinuzitis, otitis) i 
konjunktivitis. Vodeći je uzročnih vanbolničkih pneumonija, bakterijskog 
meningitisa i sepse. Lekovi izbora u terapiji pneumokoknih bolesti su beta 
laktamski antibiotici i makrolidi. Iako se makrolidni antibiotici uveliko 
koriste u lečenju pneumokoknih infekcija širom sveta, porast rezistencije na 
makrolide bi mogao da kompromituje njihovu upotrebu. Rezistencija 
pneumokoka na makrolide je posredovana putem dva glavna mehanizma: 
modifikacija ciljnog mesta delovanja leka  i aktivni efluks leka. Metilaciju
23S ribozomalne ribonukleinske kiseline (rRNK) obavlja enzim metilaza, 
čiju sintezu kodira ermB gen. Kod ovog tipa rezistencije dolazi do ukrštene 
rezistencije na makrolide (M), linkozamide (L) i streptogramine B (Sb). 
Ovakav vid rezistencije se ispoljava kao MLSb - fenotip i karakteriše ga 
visok nivo rezistencije. Može se javiti kao konstitutivni (cMLS) i inducibilni
(iMLS). Drugi mehanizam rezistencije na makrolide je aktivni efluks leka, 
kodiran od strane mefA gena. Efluks antibiotika determiniše rezistenciju 
samo na 14-člane i 15-člane makrolide, bez ukrštene rezistencije. Ispoljava 
se kao M-fenotip, a karakteriše ga niži stepen rezistencije. Cilj ove studije je 
bio da se odredi učestalost makrolidne rezistencije Streptococcus 
pneumoniae među invazivnim i neinvazivnim izolatima kod dece i odraslih, 
da se odrediti učestalost ko-rezistencije i multiple rezistencije kod makrolid 
rezistentnih sojeva Streptococcus pneumoniae, da se fenotipski odredi tip 
rezistencije na makrolide i da se ispita genska osnova makrolidne rezistencije 
(detektovati prisustvo ermB i mefA gena). Analizirani su podaci o 326 sojeva 
Streptococcus pneumoniae rezistentnih na makrolide (MRSP) sakupljenih 
širom Srbije u periodu od januara 2010. do decembra 2012. godine. 
Sakupljeni MRSP izolati su transportovani u Nacionalnu referentnu 
laboratoriju za streptokok radi daljih ispitivanja. Identifikacija je vršena na 
osnovu mikroskopskih, kulturelnih i biohemijskih osobina. Konzervacija je 
vršena u moždano-srčanom bujonu sa 10% sadržajem glicerola na -80°C. 
Dvostruki disk difuzioni test, kombinovani difuziono-dilucioni test i 
automatizovani VITEK 2 sistem su korišćeni za određivanje fenotipova 
rezistencije na makrolide. Geni koji kodiraju rezistenciju na makrolide su 
detektovani PCR metodom. Ukupna rezistencija sojeva S.pneumoniae na 
makrolide u Srbiji je iznosila 34%. Sojevi S.pneumoniae rezistentni na 
makrolide su češće bili izolovani kod dece (36%) u odnosu na odrasle (29%) 
osobe, i češće su izolovani iz neinvazivnih (35,5%) u odnosu na invazivne 
(27,4%) materijale. Dominantan fenotip rezistencije na makrolide je bio 
MLSb fenotip (78,5%). Konstitutivan MLS fenotip je bio zastupljen kod 
73,9%, a inducibilan MLS kod 4,6% MRSP izolata. Potvrđena je udruženost 
  
mefA gena i M fenotipa; ermB gena i iMLS fenotipa, kao i ermB gena i 
cMLS fenotipa. Prisustvo oba ermB i mefA gena rezistencije je potvrđeno 
kod 43,9 % izolata. Svi izolati sa koji su imali oba gena rezistencije su 
ispoljili MLSb fenotip. Istovremena neosetljivost na penicilin je bila 
zastupljena kod 16% MRSP sojeva. Visok nivo rezistencije na penicilin je 
imalo svega 5,8% MRSP izolata. Među MRSP sojevima je bio prisutan visok 
nivo rezistencije na tetraciklin (81,3%) i trimetoprim-sulfametoksazol 
(74,3%). Multirezistenti sojevi, koji su bili rezistentni na tetracikline i 
trimetoprim-sulfametoksazol su predstavljali dve trećine (66,1 %) MRSP 
izolata. Zastupljenost udružene rezistencije MRSP na tetraciklin i 
trimetoprim-sulfametoksazol je bila veća kod sojeva sa MLS fenotipom 
(73,1%) u odnosu na sojeve sa M fenotipom (36,7%). Zastupljenost 
istovremene rezistencije na makrolide i druge antibiotike među kojima su 
penicilin, amoksicilin, cefotaksim, tetraciklin, trimetoprim-sulfametoksazol, 
kao i multirezistentnih sojeva je bila veća kod pedijatrijskih izolata 
pneumokoka u odnosu na sojeve dobijene kod odraslih. Učestalost 
istovremene rezistencije na makrolide i druge antibiotike među kojima su 
tetraciklin i ofloksacin je bila više prisutna među neinvazivnim u odnosu na 
invazivne MRSP izolate. Invazivni MRSP izolati iz likvora su pokazivali 
veću rezistenciju na beta laktamske antibiotike u odnosu neinvazivne sojeve. 
MRSP sojevi su pokazali veoma visok nivo osetljivosti na levofloksacin 
(99,6), telitromicin (98,4%), cefotaksim (93,5%), imipenem (97,3%). MRSP 
sojevi su u potpunosti bili osetljivi na vankomicin, linezolid, moksifloksacin, 
sparfloksacin, rifampicin i pristinamicin. Među invazivnim sojevima 
S.pneumoniae rezistentnim na makrolide je nađeno 12 različitih serotipova. 
Polovina izolata je pripadala serotipovima 19F (25%) i 14 (23%), dok su 
sledeći po učestalosti bili 6A (10,4%) i 23F (8,3%). Istovremena rezistencija 
na makrolide, penicilin, tetracikline i trimetoprim-sulfametoksazol je nađena 
kod serotipova 19F, 14 i 23F, dok su serotpovi 12F i 31 bili neosetljivi samo 
na makrolide. Naše istraživanje predstavlja prvu detaljnu analizu fenotipskih
i genotipskih osobina sojeva pneumokoka rezistentnih na makrolidne 
antibiotike u Srbiji. Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu za aktivnim 
nadzorom nad pneumokoknim infekcijama u Srbiji. 
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Abstract: 
AB 
Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is one of the leading morbidity 
and mortality causes all over the world with respect to infectious diseases. 
Streptococcus pneumoniae is a leading cause of upper respiratory tract 
infections ( sinusitis, otitis) and conjunctivitis. It is also the most common 
cause of community-acquired pneumonia, bacterial meningitis and sepsis. 
Beta lactam and macrolide antibiotics remained a first choice for empirical 
treatment of pneumococcal infections. Although macrolides are widely used 
for treatment of pneumococcal infections, an increase in macrolide 
resistance might compromise their use. Pneumococcal macrolide resistance 
is mediated by two major mechanisms: target site modification and active 
drug efflux. Methylation of the 23S ribosomal ribonucleic acid (rRNA) is 
performed by the enzyme methylase, encoded by the ermB gene. 
Modification of ribosomal targets leads to cross-resistance to macrolides 
(M), lincosamides (L) and streptogramins B (Sb). It is expressed as the 
MLSb–phenotype, which confers a high-level resistance. This phenotype 
can be either constitutively (cMLS) or inducibly (iMLS). expressed. 
Another macrolide resistance mechanism is the active drug efflux, encoded 
by the mefA gene. The drug efflux confers resistance to 14- and 15-
membered macrolides only, with no cross-resistance. It is expressed as the 
M-phenotype, which confers low-level resistance. The objective of this 
study was : 1) to examine the prevalence of macrolide resistant 
Streptococcus pneumoniae (MRSP) among invasive and noninvasive 
isolates in children and adults, 2) to examine the prevalence of co-resistance 
and multiple-resistance among MRSP strains, 3) to examine the prevalence 
of macrolide resistant phenotypes, and 4) to  examine the prevalence of 
macrolide resistant genotypes (detect the presence of the ermB and mefA
gene). A total of  326 MRSP strains were analyzed, which were collected 
all over Serbia in the period from January, 2010 - December, 2012. The 
collected MRSP isolates were referred to the National Reference 
Laboratory for streptococci and pneumococci for further investigation. 
Identification based on microscopic, culture and biochemical features of the 
isolates. Conservation was performed in the brain-heart infusion broth with 
a 10% glycerol content at -80°C. Macrolide resistance phenotypes were 
determined by a double disc diffusion test, combined diffusion-dilution test 
and automatized VITEK 2 system. Macrolide resistance genes were 
determined by PCR. Overall, macrolide nonsusceptibility rate in Serbia was 
34%. MRSP isolates were more prevalent among children (36%) than 
adults (29%), and were more prevalent among  noninvasive (35.5%) than 
invasive (27.4%) samples. Predominant macrolide resistance phenotype 
was the MLSb phenotype (78.5%), from which 73.9% belonged to cMLS 
and 4.6% to iMLS phenotype. All the strains assigned to the MLSb 
phenotype harbored ermB gene, while all the strains with M phenotype had 
the mefA gene. The presence of both ermB and mefA resistance genes was 
confirmed in 43.9 % of isolates. All the isolates which harbored both
  
resistance genes expressed the MLSb phenotype. Among macrolide resistant 
strains, penicillin nonsusceptiblility was observed in 16%. A high level 
resistance was confirmed in 5.8% of MRSP isolates. MRSP strains showed 
high resistance rates to tetracyclin (81.3%) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (74.3%). Multiresistant strains, resistant to tetracyclines 
and trimethoprim-sulfamethoxazole, made two thirds (66.1 %) of MRSP 
isolates. Among MRSP, co-resistance to tetracycline and trimethoprim-
sulfamethoxazole was more prevalent   among MLS phenotypes (73.1%) 
than M phenotypes (36.7%). Co-resistance strains to macrolides and other 
antibiotics including penicillin, amoxicillin, cefotaxime, tetracyclin, 
trimethoprim-sulfamethoxazole and multiresistant strains were more 
prevalent among children than adult. Co-resistance to macrolides and other 
antibiotics including tetracycline and ofloxacin was more prevalent among 
noninvasive than invasive strains. Invasive MRSP isolates from the 
cerebrospinal fluid showed a higher resistance rate to beta lactam antibiotics 
than noninvasive strains. MRSP strains had a high susceptibility rates to 
levofloxacin (99.6), telithromycin (98.4%), cefotaksime (93.5%) and 
imipenem (97.3%). MRSP strains were fully susceptible to  vancomycin, 
linezolid, moxifloxacin, sparfloxacin, rifampicin and pristinamycin. Among 
macrolide resistant S.pneumoniae strains, 12 different serotypes were 
identified. One half of these isolates belonged to the 19F (27.1%) and 14 
(22. 9%) serotype, followed in frequency by the 6A (10.41%) and 23F 
(8.3%) serotype. Multiresistant strains (macrolides, penicillin, tetracyclines 
and trimethoprim-sulfamethoxazole) belonged to serotypes 19F, 14 and 
23F, while the 12F and 31 serotype were resistant to macrolides only. This 
investigation represents the first detailed analysis of phenotypes and 
genotypes of macrolide resistant pneumococcal strains in Serbia. The 
obtained results suggest the need for an active surveillance of 
pneumococcal infections in Serbia. 
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McF- McFarland 
MDR- multirezistentni sojevi (engl. Multidrug resistant) 
MH- Mueller Hinton agar 
MIK- minimalna inhibitorna koncentracija 
µm- Mikrometar 
MRPNSP- pneumokok rezistentan na makrolide i penicilin (engl. Macrolide resistant penicillin 
nonsusceptible Streptococcus pneumoniae) 
MRSP Sojevi Streptococcus pneumoniae rezistentni na makrolide (engl. Macrolide-resistant 
Streptococcus pneumoniae) 
MS - meningealni sojevi  
Nan- neuraminidaza 
NMS nemeningelani sojevi  
NRL - Nacionalna referentna laboratorija 
NVT- nevakcinali tipovi  
PABA- para-aminobenzoeva kiselina 
PAF- trombocit aktivirajući faktor (engl. Platelet-activating factor) 
PavA - fibronektin vezujući protein (engl. Pneumococcal adhesion and virulence A) 
PBS – puferisani fiziološki rastvor (engl. phosphate-buffered saline) 
Pce - fosforilholin esteraza (engl. phosphorylcholine esterase) 
PCR- reakcija lančanog umnožavanja (engl. polimerase chain reaction) 
PCV- pneumokokna konjugovana vakcina (engl. Pneumomoccal Conjugate Vaccine) 
PFGE- elektroforeza u pulsirajućem električnom polju (engl. pulsed-field gel electrophoresis) 
Ply - pneumolizin 
PNSP - penicilin neosetljivi pneumokok  
PPSV- pneumokokna polisaharidna vakcina (engl. Pneumococcal Polysaccharide Vaccine)  
PROTEKT US– studija antimikrobne osetljivosti na respiratorne patogene (engl. Prospective Resistant Organism 
Tracking and Epidemiology for the Ketolide Telithromycin in the United States). 
PsaA - pneumokokni površinski antigen A (engl. Pneumococcal surface antigen A) 
PVP- penicilin-vezujući proteini  
RNK.- ribonukleinska kiselina 
rpm  - broj obrtaja u minuti (engl. rotation per minute) 
SENTRY- studija za nadzor nad rezistencijom bakterija na antimikrobne preparate (engl. Antimicrobial 
Surveillance Program) 
Ta- temperatura vezivanja prajmera (engl. annealing temperature) 
Taq polimeraza - termostabilna DNK polimeraza izolovana iz termofilne bakterije Thermus aquaticus 
TEST– globalna studija za ispitivanje osetljivosti bakterija na tigeciklin (engl. Tigecycline Evaluation 
and Surveillance Trial) 
TIGR-  Institut za genska istraživanja (engl. The Institute for Genomic Research)  
Tm- Temperature topljenja (engl. melting temparature) 
Tn- transpozoni 
TNF- faktor nekroze tmora (engl. tumor necrosis factor)  
VT- vakcinalni tipovi  
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1 UVOD 
     Streptococcus pneumoniae ili pneumococcus je Gram pozitivna bakterija koja pripada rodu 
Streptococcus, familiji Streptococcaceae. Jedan je od vodećih izazivača invazivnih oboljenja kao 
što su bakterijemijska pneumonija, septikemija i meningitis. Takođe uzrokuje neinvazivna, ali 
vrlo česta oboljenja kao što su akutna upala srednjeg uha (engl. acute otitis media, AOM)  
sinuzitis i nekomplikovana pneumonija. Invazivne pneumokokne infekcije su povezane sa 
značajnim morbiditetom i mortalitetom, naročito u zemljama u razvoju (1). 2000-te godine 
pneumokokne bolesti su uzrokovale oko 826 000 smrtnih ishoda kod dece uzrasta do 5 godina 
(2). Lečenje pneumokoknih infekcija je otežano zbog porasta i širenja rezistencije na antibiotike. 
Od posebnog je značaja pojava ukrštene rezistencije pneumokoka na beta laktamske antibiotike i 
antibiotike iz grupe makrolida. Prevalencija rezistencije značajno varira među državama. Iako su 
makrolidi u širokoj upotrebi u lečenju respiratornih infekcija izazavnih pneumokokom, porast 
rezistencije bi mogao da kompromituje njihovu upotrebu. 
1.1 Istorijat otkrića S.pneumoniae 
     Streptococcus pneumoniae je prvi put opisan pre više od 130 godina. Klebs ga je 1875.godine 
prvi put uočio u direktnom preparatu pleuralnog izliva pacijenta obolelog od pneumonije. Potom 
su 1881. godine, Džordž Sternberg (George Sternberg) u SAD i Luj Paster (Louis Paster) u 
Francuskoj, nezavisno jedan od drugog izolovali pneumokok i demonstrirali njegovu patogenost 
inokulacijom u zeca (3, 4). U to vreme je bio prepoznat kao vodeći uzročnik lobarne pneumonije. 
Nazvan je Diplococcus pneumoniae i u eri pre otkrića antibiotika je uzrokovao više smrtnih 
ishoda nego karcinomi i kardiovaskularne bolesti zajedno. Početkom 1900-ih godina pneumokok 
je bio predmet istraživanja mnogih laboratorija širom sveta, uključujući “Public Health Ministry” 
u Londonu i “Rockefeller Institut” u Njujorku.   
  Fred Grifit (Fred Griffith) je 1928. godine izveo čuveni eksperiment inokulacije u miša dva soja 
pneumokoka, od kojih je jedan bio inkapsuliran i ubijen toplotom, a drugi živ, i nekapsuliran. 
Tom prilikom je dokazao da se živi nekapsulirani soj može transformisati u inkapsulirani soj sa 
istim kapsularnim tipom kao mrtav soj. Nazvao je ovaj fenomen - transformacija i ukazao na 
značaj kapsule u virulenciji (5, 6). Više od decenije kasnije Osvald Ejveri (Oswald T. Avery), 
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Kolin Meklaud (Colin M. MacLeod) i Meklin Mekarti (Maclyn McCarty) su dokazali da je DNK 
nosilac genetske informacije koja je odgovorna za sintezu kapsule (7). Sva dalja istraživanja na 
pneumokoku su doprinela razumevanju brojnih bioloških principa od fundamentalnog značaja za 
genetiku.  
      Nova era istraživanja pneumokoka je započela kada je sekvenciran njegov genom. 
Kompletna genska sekvenca soja pneumokoka serotipa 4 je očitana i novembra 1997. godine je 
objavljena na sajtu http://www.tigr.org Instituta za genetička istraživanja (engl. The Institute for 
Genomic Research, TIGR) iz Rokvila (engl. Rockville), SAD (8). To je bio prvi genom gram-
pozitivnih bakterija koji je sekvenciran u celini (9). 
1.2  Osnovne karakteristike pneumokoka 
     Streptococcus pneumoniae je Gram pozitivna bakterija oblika plamena sveće, dijametra 1-2 
µm, koja se ređa u parovima ili kratkim lancima. Katalaza je negativna, nepokretna, asporogena 
(10) i stvara tipičnu alfa hemolizu na krvnom agaru. Pneumokoke se razlikuju od drugih 
alfahemolitičnih ili viridans streptokoka na osnovu njihove osetljivosti na optohin, rastvorljivosti 
u žuči i na osnovu imunološke reakcije kapsule sa specifičnim antiserumima.  
     Fenotipska identifikacija izolata pneumokoka kojima nedostaju tipične karakteristike (sojevi 
rezistentni na optohin, sojevi bez kapsule) je otežana (11, 12). Studije su pokazale da je do 3 % 
sojeva pneumokoka rezistentno na optohin (13). Smatra se da je test lize pneumokokne kulture 
žučnim solima pouzdaniji od optohinskog testa. Za identifikaciju S.pneumoniae se koriste i 
komercijalni kitovi kao što su Api Rapid Strept, Rapid ID 32 i VITEK (bioMerieux, Marcy l 
Etoile, France).  
     Genetičke studije su pokazale da postoji visok stepen srodnosti između S.pneumoniae i nekih 
vrsta viridans streptokoka - S. mitis, S. pseudopneumoniae, S.oralis, S.infantis i S. 
oligofermentans. Zato se smatra da u nekim slučajevima samo molekularne metode mogu 
pomoći u razlikovanju ovih vrsta: DNK probe (AccuProbe, GEN-PROBE, San Diego, Ca), 
reakcija lančane polimerizacije (PCR), kojima se detektuju lytA, ply, psaA geni i metoda MLST 
(engl. multilocus sequence typing). 
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1.3  Faktori virulencije pneumokoka  
     Streptococcus pneumoniae poseduje brojne faktore virulencije koji imaju važnu ulogu u 
patogenezi infekcije. Prema hemijskom sastavu se faktori virulencije mogu podeliti u dve grupe. 
Prva grupa u osnovi ima šećere i predstavljena je polisaharidnom kapsulom, teihoinskom i 
lipoteihoinskom kiselinom. Druga grupa uključuje brojne površinski vezane proteine i enzime.  
     Polisaharidna kapsula u potpunosti okružuje bakterijsku ćeliju i predstavlja glavni faktor 
virulencije pneumokoka (6, 14, 15). Kovalentno je vezana fosfodiestarskim vezama za N-
acetilglukozamin peptidoglikana ćelijskog zida. Postoje razlike u sastavu polisaharida kapsule, 
na osnovu kojih je do danas identifikovano 94 različita serotipa pneumokoka (16, 17). Kapsula 
većine serotipova je kompleksne građe ,sastavljena od multiplih šećera sa razgranatim bočnim 
lancima. Kod nekih tipova, npr. 3 i 37, kapsula ima relativno jednostavnu strukturu i sadrži samo 
jedan ili dva šećera, dok je kod drugih sastavljena od brojnih ugljenih hidrata (slika 1). Uprkos 
navedenim raznolikostima u građi, kapsula svih tipova ima istu primarnu funkciju, da spreči 
opsonofagocitozu i inhibiše aktivaciju komplementa alternativnim putem (18, 19, 20, 10). 
Slika 1: Razlike u broju i sastavu gena koji kodiraju kapsulu kod tri različita serotipa 
pneumokoka 
  
 
(Izvor: Lopez, 2004 (21)) 
 
Kapsularni polisaharidi su antigeni i indukuju stvaranje tipski specifičnih antitela u domaćinu 
(22, 3). Pomenute razlike u sastavu polisaharida kapsule predstavljaju osnovu serotipizacije 
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pneumokoka. Iako postoji preko 90 različitih serotipova pneumokoka, relativno mali broj njih 
izaziva većinu pneumokoknih bolesti. Najčešći izazivači invazivnih infekcija su serotipovi 6B, 
9V, 14, 19F, 23F, 18C, 7F, 1, 6A i 4. Navedeni serotipovi uzrokuju između 60 i 80% 
pneumokoknih infekcija širom sveta. Zastupljenost pojedinih serotipova varira u zavisnosti od 
uzrasta, geografske lokacije i vrste oboljenja. Osim inkapsuliranih postoje i neinekapsulirane 
forme pneumokoka (23). Neinkapsulirane forme pneumokoka su prisutne kod 2% sojeva 
izolovanih iz primarno sterilnih tečnosti (24), ali se često mogu naći kod osoba sa 
konjunktivitisom (25). Pneumokok može da reguliše ekspresiju kapsule, te je u slučajevima kada 
je neophodno da budu izloženi adhezini, npr. kod kolonizacije, ekpresija kapsule redukovana, 
dok je visok nivo kapsularne ekspresije esencijalan za izbegavanje komplementom posredovane 
opsonofagocitoze tokom sistemske infekcije. Zahvaljujući velikoj sposobnosti razmene 
genetskog materijala transformacijom, sojevi pneumokoka mogu međusobno da prenose gene za 
sintezu kapsule i tako izmene kapsularni serotip (engl. serotype switch) (26). Navedena pojava je 
uglavnom posledica selektivnog pritiska. Pojedinačni serotip pneumokoka obično obuhvata 
brojne genski različite klonove usled horizontalnog transfera gena za biosintezu kapsule (27, 28, 
29). 
Postoje dva različita sistema nomenklature serotipova pneumokoka, danski i američki. Danski 
sistem grupisanja serotipova, baziran na antigenskim sličnostima, se pokazao funkcionalnim i u 
upotrebi je u referentnim laboratorijama za pneumokok. Prema danskom sistemu, pneumokok je 
grupisan u 46 grupa i 94 serotipa, koji su označeni brojevima ili kombinacijom slova i brojeva 
(30). 
     Mnogi faktori virulencije pneumokoka se nalaze na površini bakterijske ćelije. Kao i druge 
streptokoke, pneumokok adheriše za epitelne ćelije nazofarinksa. Za različite niše je 
karakteristično prisustvo različitih receptora. Tako je, na primer sijalinska kiselina dominantan 
receptor na konjunktivi, Eustahijevoj tubi i u nazofarinksu, dok je disaharid N-
acetilgalaktozamin b1-4 galaktoza prisutan u donjem respiratornom traktu. 
     Među najvažnije pneumokokne adhezine se ubrajaju pneumokokni površinski antigen A 
(PsaA) (engl. Pneumococcal surface antigen A) i fibronektin vezujući protein PavA (engl. 
Pneumococcal adhesion and virulence A) (slika 2). Pneumokokni površinski antigen A (PsaA) je 
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po sastavu lipoprotein koji se nalazi na površini bakterijske ćelije, a deo je ABC transportnog 
sistema pneumokoka. Uloga ovog sistema je da snabdeva bakterijsku ćeliju jonima Mn2+ i Zn2+ . 
(31). Dokazano je da svi serotipovi pneumokoka poseduju psaA gen (31-33).  
     Fibronektin vezujući protein PavA ima takođe ulogu adhezina i nalazi se na površini 
pneumokoka. Njegova uloga je da se vezuje za imobilisanu formu humanog fibronektina (34), 
glikoproteina koji je sastavni deo membrane epitelnih ćelija. Kodiran je od strane pavA gena 
(35).  
     Pored ovih proteina, za adheziju pneumokoka je vazan i holin vezujući protein pneumokoka 
A (CbpA) (engl. Choline-binding protein A), ali i enzimi IgA1 proteaza i neuraminidaza, koji 
cepajući imunoglobulin A i mucin, ogoljuju proteinske receptore na površini bakterijske ćelije. 
     Iako se, kao i druge streptokoke, smatra ekstracelularnom bakterijom, ustanovljeno je da 
pneumokok može da ulazi i prolazi kroz ćelije respiratornog epitela i vaskularnog endotela, što 
ima veliki značaj u širenju pneumokoka (36, 37). 
     Najbolje proučeni proteinski faktori virulencije su pneumolizin (Ply), autolizin LytA, holin-
vezujući proteini (CBPs) PspA i PspC ili CbpA, neuraminidaze NanA i NanB i hijaluronidaza. 
     Pneumolizin je ekstrcelularni produkt pneumokoka. Pripada familiji toksina koji formiraju 
pore. Reaguje sa holesterolom u ćelijskoj membrani eukariotskih ćelija, stvara pore u membrani 
ćelija i dovodi do njihove lize (38, 39). Osim litičke aktivnosti, pneumolizin ima brojne efekte na 
ćelije i tkiva. Inhibira baktericidnu aktivnost fagocita, usporava pokretljivost cilija, stimuliše 
produkciju citokina, posebno IL-1, IL-8 i TNF, od strane makrofaga, stimuliše aktivnost 
fosfolipaze i aktivira klasičnim putem komplement,vezujući Fc fragment antitela (40). Pospešuje 
intraalveolarnu replikaciju pneumokoka, penetraciju iz alveola u intersticijum kao i diseminaciju 
u krvne sudove (41). Tokom meningitisa, doprinosi gubitku neurona (42). 
     LytA (N-acetilmuramil-L-alaninamidaza) je glavni autolizin pneumokoka čiju sintezu kodira 
lytA gen (43, 44). Pripada ekstracelularnim holin-vezujućim proteinima koji na kraju 
eksponencijalne faze rasta dovodi do uništenja mikroorganizma. Tokom većeg dela životnog 
ciklusa bakterije je neaktivan, a aktivira se pod određenim okolnostima (zaustavljanje biosinteze 
ćelijskog zida, terapija penicilinom). Kada je aktivan, specifično cepa kovalentne veze 
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peptidoglikana ćelijskog zida pneumokoka i dovodi do autolize bakterijske ćelije (45, 46). 
Autoliza indirektno doprinosi virulenciji, zbog oslobađanja degradacionih produkata ćelijskog 
zida kao što su pneumolizin, alfa-hemolizin, delovi peptidoglikana i dr. Osim LytA, u autolizine 
(murein hidrolaze) pneumokoka se ubrajaju i glukozidaze LytB (47) i LytC (β- N- 
acetilglukozaminidazu i β-N-acetilmuramidaza (lizozim)), kao i Pce (fosforilholin esteraza) (48, 
49). Detekcija lytA gena se koristi za identifikaciju S.pneumoniae.  
     Važna karakteristika pneumokoka je da za svoj rast zahteva prisustvo holina. U sastavu 
teihoinske i lipoteihoinske kiseline ćelijskog zida pneumokoka se nalazi holin. To je 
aminoalkohol koji igra ključnu ulogu u fiziologiji pneumokoka (50). Pneumokok koristi 
fosforilholin da bi se vezao za PAF receptor (51, 52, 36). Holinske rezidue ćelijskog zida deluju 
kao ligandi familije pneumokoknih proteina poznatih kao holin-vezujući proteini (9). Prvi 
otkriveni holin-vezujući protein je bio pneumokokni površinski protein A (PspA) (53, 54) a 
potom PspC (CbpA) (55) i holin-vezujući protein A (CbpA). 
     Neuraminidaza je enzim koji cepa N-acetil neuraminsku kiselinu iz mucina, glokolipida, 
glikoproteina i oligosaharida na površini epitelnih ćelija i u telesnim tečnostima (56, 31). Na taj 
način olakšava adherenciju pneumokoka. Pneumokok poseduje najmanje dve neuraminidaze, 
NanA i NanB, od kojih NanA ima znatno veću aktivnost (57). Novija istraživanja genoma 
pneumokoka ukazuju na prisustvo i treće NanC neuraminidaze (58). 
     Čak 99% sojeva pneumokoka luči enzim hijaluronidazu, koja razgrađuje hijaluronsku 
kiselinu vezivnog tkiva i ekstracelularnog matriksa. Na taj način omogućava kolonizaciju, 
invaziju i širenje pneumokoka u tkivo (59). 
     Pneumokok ostvaruje bolju kolonizaciju zahvaljujući lučenju i IgA1 proteaze. Ovaj enzim 
razgrađuje najznačajniji imunoglobulin sluznica – IgA, te i na taj način oštećuje imunitet 
domaćina.  
     Ostali faktori virulencije pneumokoka su LPXTG površinski proteini vezani sortaza enzimom 
(60), piruvat oksidaza (20), superoksid dismutaze MnSOD i FeSOD (61), NADH oksidaza (62), 
cinkmetalo proteaze ZmpB, ZmpC itd. (63). 
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     Od svih navedenih struktura, ćelijski zid pneumokoka ima najveći kapacitet da aktivira 
inflamatorni odgovor domaćina. Teihoinska i lipoteihoinska kiselina efikasno aktiviraju 
komplement alternativnim putem, vezuju C-reaktivni protein, podstiču stvaranje citokina, 
azotnog oksida i doprinose prilivu neutrofila (64).  
Slika 2:Shematski model ćelijskog zida i površinskih proteina pneumokoka 
 
(Izvor: Streptococcus pneumoniae; Textbook in Serotyping, Virulence Factors and Enzyme linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) for Measuring Pneumococcal Antibodies (65)) 
1.4 Transformacija kod pneumokoka 
     Streptococcus pneumoniae ima sposobnost prirodne transformacije, odnosno preuzimanja i 
inkorporisanja u sopstveni genom, slobodne DNK, iz okolnog medijuma. Donori ove DNK su, 
pored samog pneumokoka i brojne druge srodne vrste iz grupe viridans streptokoka, posebno 
mitis grupe - Streptococcus mitis i Streptococcus oralis (66, 67). Ovo je kod pneumokoka ujedno 
pneumolizin 
faktor H 
laktoferin 
neuraminidaza 
kapsularni  
polisaharidi 
IgA1 proteaza 
ćelijski zid 
autolizin F-antigen 
Doktorska disertacija 
 
8 
 
i jedini način razmene genskog materijala (68, 69). Pnumokok može preuzeti oko 10% svog 
ćelijskog DNK sadržaja (70). Geni pneumokoka koji su najviše podložni transformaciji su geni 
koji kodiraju sintezu penicilin vezujućih proteina i geni koji kodiraju sintezu faktora virulencije 
(71, 72). Klinički izolati pneumokoka se mogu razlikovati u čak 20% genskog materijala (73). 
     Pored transformacije, pneumokok može da razmenjuje genski materijal putem konjugativnih 
transpozona (npr. Tn 916), koji obično nose gene rezistencije na makrolide. S obzirom da se  
inkorporacija DNK, koja je preneta transformacijom, u hromozom donorske ćelije, obavlja 
mehanizmom homologe rekombinacije, neophodno je da postoji visok stepen homologije između 
donora i recijepijenta. Sa druge strane, za prenos gena putem konjugativnih transpozona nije 
neophodno da postoji visoka srodnost izmedju bakterija koje ih razmenjuju.  
1.5 Kliconoštvo i bolesti koje izaziva S.pneumoniae 
     Streptococcus pneumoniae kolonizuje gornje respiratorne puteve zdravih osoba, već nakon 
par meseci od rođenja. Procenat kliconoštva varira u zavisnosti od uzrasta, sezone, geografske 
lokacije. Najveći je kod dece mlađe od 5 godina i može iznostiti i do 60% (20, 74-83). Da li će 
kolonizacija prerasti u oboljenje zavisi od brojnih faktora, prvenstveno od virulencije 
pneumokoka kao i od stanja imuniteta domaćina. U gornjem respiratornom traktu zdrave dece 
može istovremeno biti prisutno i do četiri različita serotipa pneumokoka (84, 85). Pojedini 
serotipovi (14, 6B, 9V, 19F, 23F, 18C, 7F, 1, 6A i 4) se obično nalaze kod kliconoša, a s obzirom 
da je kliconoštvo često kod dece, nazivaju se i “pedijatrijski”. Transmisija pneumokoka se 
ostvaruje kapljičnim putem sa kliconoša ili sa obolele na zdravu osobu. Rizik da kolonizacija 
progredira u infekciju je najveći ubrzo nakon ekspozicije, ali se bolest može razviti i nakon 
nekoliko meseci. Smatra se da infekcija nastaje ubrzo nakon kolonizacije novim serotipom 
pneumokoka (86-88). Oboljevanje je češće tokom zimskih meseci kada je nivo transmisije 
najveći (89, 90). Povećan rizik od oboljevanja među decom mlađom od 2 godine je povezan sa 
nezrelim imunskim odgovorom na polisaharide kapsule i visokom prevalencom kolonizacije 
(91). 
     Pneumokokne bolesti nastaju kada pneumokok sa mesta kolonizacije dospe u nišu koja nije 
fiziološki kolonizovana, npr u Eustahijevu tubu, paranazalne sinuse, bronhiole, alveole ili 
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jajovode. Ukoliko odbrambeni mehanizmi ne uspeju da odstrane pneumokok, dolazi do njegove 
proliferacije i do razvoja infekcije. 
1.5.1 Neinvazivne pneumokokne bolesti 
     S.pneumoniae je čest izazivač neinvazivnih oboljenja, lokalizovanih na površini sluznica. Kod 
male dece je veoma često pneumokokno zapaljenje srednjeg uha, a ova vrsta je poznata i kao 
najčešći uzročnik vanbolničkih pneumonija u svim starosnim grupama (92).  
     Zapaljenje srednjeg uha je najčešća manifestacija pneumokokne bolesti (93, 94).Ukoliko se 
neadekvatno leči, bolest može progredirati u mastoiditis. U slučaju prolongirane infekcije 
moguće je širenje pneumokoka preko mastoidnog sinusa, u cerebrospinalnu tečnost, dovodeći do 
meningitisa. Bakterija može do meningea stići i krvotokom. Serotpovi koji najčešće izazivaju 
otitis su oni koji kolonizuju nazofarings, a u zemljama u kojima se primenjuje vakcina, to je 
serotip 19A, koji je kod 23% slučajeva multirezistentan (95). 
     Pneumokok se ubraja među najčešće bakterijske izazivače akutnog sinuzitisa i uzročnik je 
oko jedne trećine bakterijskih konjunktivitisa (96). Kod dece mlađe od pet godina, infekcija 
sinusa je uglavnom ograničena na etmoidne i maksilarne sinuse. Kod pneumokoknog 
konjunktivitisa značajnu ulogu igraju nekapsulirani sojevi (97, 98). 
     Ova bakterija je, takođe, i najčešći uzročnik vanbolničke pneumonije (engl. Community 
Acquired Pneumonia, CAP). 
     Komplikacije pneumokokne pneumonije su efuzija, empijem, nekrotizirajuća pneumonija i 
apsces pluća. Iako do 40% pacijenata sa pneumokoknom pneumonijom ima efuziju pleure, samo 
10% tih pacijenata ima dovoljnu količinu izliva za aspiraciju a samo 2% njih razvije empijem. 
Streptococcus pneumoniae je idalje najčešči uzročnik empijema među pedijatrijskom 
populacijom (99-101). U retkim slučajevima pneumokokna pneumonija može uzrokovati apsces 
pluća (102, 103). Kod oko 20% pacijenata pneumokok prodire iz pluća u krvotok, dovodeći do 
bakterijemije, koja se dalje može komplikovati meningitisom (90, 104- 108). 
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1.5.2 Invazivne pneumokokne bolesti 
     Ukoliko dođe do prodora pneumokoka u primarno sterilne regije, obično krv i likvor, nastaju 
invazivne pneumokokne bolesti (IPB). Prema Evropskom centru za prevenciju i kontrolu bolesti 
(engl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) sva navedena klinička stanja 
se mogu proglasiti invazivnom bolešću jedino ukoliko je pneumokok izolovan iz primarno 
sterilne regije, i/ili je u njoj dokazano prisustvo njegovog antigena i/ili nukleinske kiseline (109). 
     Bakterijemija je najčešća manifestacija IPB. U većini slučajeva je u pitanju primarna 
bakterijemija koja se uglavnom javlja kod dece mlađe od 3 godine. Ustanovljeno je da je, nakon 
uvođenja Hib vakcine, pneumokok registrovan kao uzročnik 90% slučajeva okultne 
bakterijemije kod dece (110, 111). Bakterija se kod ove populacije može, direktno iz 
nazofaringsa, translocirati kroz epitel, invadirati submukozu, preneti kroz endotel kapilara, 
prodreti u krvotok i dovesti do bakterijemije. Kod odraslih pacijenata, pneumokokna 
bakterijemija je češće povezana sa ustanovljenom fokalnom infekcijom, kao što je hronični otitis, 
pneumonija i meningitis. U većini slučajeva okultna bakterijemija spontano prolazi. 
Komplikacije se razvijaju kod oko 10% pacijenata i vrlo su teške - meningitis, osteomijelitis, 
pneumonija, infekcija zglobova i mekih tkiva, i sepsa. Pacijenti sa visokim brojem leukocita i 
temperaturom, a koji nisu prethodno primali antibiotsku terapiju, kao i deca mlađa od 20 meseci 
su u visokom riziku za nastanak perzistentne bakterijemije ili razvoja fokalnih infekcija (99, 
100). 
     Pneumokokni meningitis je najčešća i najteža supurativna komplikacija pneumokokne 
bakterijemije. Čak i uprkos adekvatnoj antibiotskoj terapiji, stopa mortaliteta se kreće od 15 do 
30% (112-115). Pneumokokni meningitis nosi veći rizik od smrtnog ishoda i značajnih 
neuroloških sekvela nego meningitisi uzrokovani drugim bakterijama (npr. Haemophilus 
influenzae tip B, Neisseria meningitidis). 
     Druge manifestacije invazivnih infekcija, kao što su endokarditis, perikarditis, septični 
arthritis, osetomijelitis i apsces mozga, se retko susreću (116-119). Uglavnom nastaju kao 
komplikacija pneumokokne bakterijemije. U dečijem uzrastu pneumokok je uzročnik 4% 
slučajeva osteomijelitisa i 20% slučajeva septičnog artritisa. Pneumokokni endokarditis se retko 
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javlja u antibiotskoj eri. Osler je još 1881. godine opisao klinički trijas: pneumokokni 
endokarditis, meningitis i pneumoniju, (tzv. Austrianov sindrom), koji se češće javljao kod 
alkoholičara. Pneumokokni tenosinovitis, horioamnionitis i apsces mišića, jetre, pankreasa, 
slezine i bubrega - se javljaju veoma retko (119). Abdominalne infekcije uzrokovane 
pneumokokom, kao što su peritonitis, apendicitis i terminalni ileitis, se takođe javljaju kod malog 
broja pacijenata (120-122). Pneumokok može iz spoljnjih genitalija preko jajovoda dospeti do 
peritoneuma i izazvati peritonitis. Peritonitis je jedina IPB koja se češće javlja kod osoba 
ženskog pola. Infekcije mekih tkiva, celulitisi i miozitisi, se češće javljaju kod osoba sa 
komorbiditetima i HIV infekcijom (99).  
1.6 Epidemiologija 
     Streptococcus pneumoniae se ubraja među najvažnije bakterijske uzročnike povezane sa 
značajnim morbiditetom i mortalitetom, prvenstveno kod dece ali i kod odraslih (123). Prema 
podacima Svetske zdravstvene organizacije od pneumokoknih bolesti godišnje umre od 0,7-1 
milion dece uzrasta do 5 godina (124). Smrtnost od IPB kod dece iznosi oko 11% (2). 
     U SAD se godišnje registruje približno 4 miliona slučajeva teških oblika pneumonija, koje 
zahtevaju hospitalizaciju. U svim uzrasnim grupama je pneumokok najčešći uzročnik (125). 
Najviša incidencija IPB je prisutna kod dece mlađe od 2 godine i starijih od 65 godina (126). 
Faktori rizika za nastanak pneumokokne pneumonije su infekcija virusom influence (127), 
alkoholizam (128), pušenje (129), hronična opstruktivna bolest pluća (HOBP) (130), astma 
(131), splenektomija (132), HIV infekcija (133), multipli mijelom (134), sistemski lupus (135), 
transplantacija (136), ciroza, hronična bubrežna insuficijencija, hematološki maligniteti, 
kardiovaskularne bolesti, socio-ekonomski status i prethodna primena antibiotika (137-141). 
Stopa mortaliteta pneumokokne pneumonije se kreće od 16 do 55% (142-145). Pneumokokna 
pneumonija može biti praćena sepsom i kod tih pacijentata je stopa smrtnosti iznad 25% (142). 
     Decenijama je incidencija pneumokokne pneumonije sa bakterijemijom iznosila 9-18/100 000 
slučajeva među odraslim pacijentima (125, 146, 147). U 2010. godini u SAD je incidencija IPB 
kod dece ˂ 1 godine iznosila 34,2/100 000 stanovnika, kod osoba ≥65 godina 36,4/100 000 
stanovnika, dok je kod osoba uzrasta od 18 do 34 godine iznosila 3,8 slučajeva na 100 000 (148). 
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Sa druge strane među osobama sa HIV infekcijom, incidencija je 2010. godina bila 173 na 100 
000 stanovnika (149). Uočeno je da postoji veza između određenih kapsularnih serotipova 
pneumokoka i težine IPB kao i uzrasta (37, 150). Pored “pedijatrijskih” serotipova - 6B, 9V, 14, 
19F i 23F (151) i tipovi 18C, 7F, 1, 6A i 4 se nalaze među 10 serotipova odgovornih za oko 80% 
slučajeva IPB kod dece uzrasta do 5 godina (152). Mortalitet od IPB u razvijenim zemljama se 
kreće od 1% do 30% u zavisnosti od uzrasta i faktora rizika (153-155, 137), a može dostići i do 
50% u zemljama u razvoju (156). 
1.7 Prevencija pneumokoknih bolesti – vakcine 
     Postoji dva tipa vakcina koje se koriste u prevenciji pneumokoknih infekcija: pneumokokna 
polisaharidna vakcina (engl. Pneumococcal Polysaccharide Vaccine, PPSV) i konjugovana 
vakcina (engl. Pneumomoccal Conjugate Vaccine, PCV) (157). Pneumokokna polisaharidna 
vakcina sadrži polisaharide 23 najčešća tipa pneumokoka: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F i 33F (157). Navedeni serotipovi prisutni u 
vakcini su odgovorni za 85% invazivnih pneumokoknih bolesti u SAD (158). S obzirom da je 
polisaharid tzv. timus nezavisni antigen, polisaharidna vakcina indukuje samo B-ćelijski imunski 
odgovor kod domaćina, te nema razvoja memorijskih limfocita. Različite studije su pokazale da 
je efekat vakcine u prevenciji IPB 48%-81% kod odraslih osoba sa zrelim imunskim sistemom 
(157). Ova vakcina je pokazala efikasnost u preveniranju posledica pneumonije i mortaliteta kod 
starijih od 65 godina ako se daje zajedno sa vakcinom protiv influence (159). Ciljna grupa za 
upotrebu ove vakcine su stariji od 65 godina kao i deca starija od 5 godina koja su u riziku da 
obole od teške pneumokokne infekcije (157). Međutim, polisaharidna vakcina je slabo 
imunogena kod dece mlađe od 2 godine, koja predstavljaju najugroženiju populaciju za IPB 
(160, 161).  
     Zbog toga je razvijen drugi tip vakcine koji se primenjuje od 2000. godine - konjugovana 
pneumokokna vakcina. Kapsularni polisaharidi pneumokoka su konjugovani sa visoko 
imunogenim nepneumokoknim proteinskim nosačem. Konjugovanje proteina i polisaharida se 
radi da bi se polisaharid preveo iz timus nezavisnog u timus zavisni antigen, koji indukuje bolji 
imunski odgovor. Do sada su razvijena tri oblika vakcine: PCV7, PCV10 i PCV13, koje se 
međusobno razlikuju prema broju serotipova pneumokoka koje obuhvataju. U sastavu PCV7 se 
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nalaze serotipovi: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23F. PVC10 pored navedenih serotipova sadrži i 
serotipove 1, 5 i 7F, dok su u PCV13 pridodati serotipovi 3, 6A i 19A. Kod PCV7 i PCV13 
proteinski nosač je difterijski toksoid CRM 197 (162), dok PCV10, pored difterijskog i 
tetanusnog toksoida, sadrži i protein D „netipabilnog“ Haemophilus influeuzae. Ove vakcine 
indukuju i humoralni i celularni imunski odgovor, aktiviraju memoriju a podstiču i stvaranje 
mukoznog imuniteta. Delotvorna je kod odojčadi i dece mlađe od 2 godine, kao i u drugim 
starosnim grupama. Veoma je efikasna u smanjenju incidencije invazivnih i drugih 
pneumokoknih bolesti kod dece (163-165). U SAD je konjugovana vakcina uvedena 2000. 
godine i od tada je zabeležen pad incidencije IPB za 60% do 90% kod dece mlađe od dve godine 
(166-171). Vakcina je pokazala i pozitivan efekat na smanjenje incidencije pneumokokne 
pneumonije, kao i akutnog zapaljenja srednjeg uha u vakcinisanoj populaciji, ali i u ostalim 
uzrasnim grupama, što se tumači sticanjem kolektivnog imuniteta (172-175). Ukupna rezistencija 
pneumokoka na antibiotike je, takođe, smanjena, zahvaljujući uvođenju ove vakcine. Uočeni su, 
međutim i negativni efekti vakcinacije - kolonizacija nevakcinalnim serotipovima i blag porast 
incidence IPB izazvanih nevakcinalnim serotipovima.  
     Zbog svih navedenih mana polisaharidnih vakcina, kao i zbog tehničke nemogućnosti da se 
konjuguje veliki broj serotipova za proteine, u pripremi su nove generacije pneumokoknih 
vakcina, koje sadrže neke od najznačajnijih proteina pneumokoka: pneumokokni površinski 
protein A (PspA), pneumokokni površinski antigen A (PsaA) i pneumolizin (Ply) (90).  
1.8 Antibiotici koji se koriste u lečenju pneumokoknih infekcija 
1.8.1  Makrolidi, linkozamidi i streptogramini 
     Makrolidi, linkozamidi i streptogramini su klinički značajna grupa antibiotika. Mada se 
hemijski razlikuju, imaju slične mehanizme antimikrobne aktivnosti kao i mehanizme 
rezistencije pa se smatraju istom MLSb funkcionalnom grupom. Njihova funkcija se osvaruje 
inhibicijom sinteze proteina u bakterijskom ribozomu (176). 
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     Makrolidi su antibiotici koji u svojoj strukturi sadrže makrociklični laktonski prsten povezan 
glikozidnim vezama sa delovima dva šećera, dezozaminom i kladinozom. Antibiotici unutar 
klase se međusobno razlikuju na osnovu veličine makrocikličnog prstena (od 14 do 16 
ugljenikovih atoma) i zamenama u njemu. 
     Eritromicin je prirodni i prvi otkriveni antibiotik iz grupe makrolida koji je uveden u kliničku 
upotrebu. Izolovan je 1952. godine iz aktinomicete Streptomyces erythreus (danas 
Saccharopolyspora erythraea) (177). Eritromicin A se sastoji od 14-članog laktonskog prstena 
za koji su vezani neutralni šećer L-kladinoza i amino-šećer D-dezozamin.  
 
Slika 3: Hemijska struktura eritromicina 
 
(Izvor: Gaynor M, 2005 (178)) 
 
     Noviji makrolidi predstavlju polusintetske derivate baze eritromicina, napravljene sa ciljem 
da se proširi spektar delovanja, postigne bolja farmakodinamika, administracija jednom dnevno i 
dobra tolerancija. Drugi 14-člani makrolidi su: roksitromicin, diritromicin i klaritromicin. 
Klaritromicin je nastao metilacijom hidroksilne grupe eritomicina na 6. poziciji laktonskog 
prstena (179). Azitromicin je 15-člani semisintetski derivat eritromicina i pripada azalidima. 
Izveden je od eritromicina dodatkom metilisanog azota u laktonski prsten (180).  
  
dezozamin 
kladinoza 
makrolaktonski 
prsten 
eritromicin 
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     Spiramicin, rokitamicin, tilosin, josamicin, midekamicin i miokamicin poseduju 16-člani 
laktonski prsten (181). 
 
Slika 4: Razlike u hemijskoj strukturi novijih makrolida 
 
 
(Izvor: webmaster@pharmacorama.com. (182)) 
 
 
1.8.1.1 Mehanizam delovanja makrolida, linkozamida i streptogramina (MLS grupa 
antibioitka) 
     MLS antibiotici ostvaruju svoj antibakterijski efekat reverzibilnim vezivanjem za ribozom 
bakterijske ćelije. Oni inhibišu RNK-zavisnu sintezu proteina vezivanjem za 50S podjedinicu 
ribozoma (183, 184). Postoji kompeticija između različitih makrolida za vezno mesto na 
ribozomu, kao i između makrolida i drugih antibiotika (npr. hloramfenikola i linkomicina) čije je 
ciljno mesto vezivanja takođe 50S podjedinica ribozoma. 
  
azitromicin 
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Slika 5: Shematski prikaz 50S podjedinice ribozoma i mesta vezivanja antibiotika iz grupe 
makrolida 
 
makrolidid 
Peptidil-tRNK Peptidiltranferazni  
centar 
Nascentni peptid 
Izlazni tunel 
(Izvor:  http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867412011257 (185)) 
 
     Eritromicin i drugi makrolidi pokazuju visoku specifičnost za 50S subjedinicu ribozoma, za 
koju se vezuju sa visokim afinitetom u prisustvu jona Mg2+ i K+ (186). Unutar ribozoma reaguju 
sa nukleotidima u domenima II i V 23S rRNK, koji grade tunel kroz koji nascentni polipeptidi 
napuštaju ribozom. Vezivanje makrolida se dešava u blizini peptidiltransferaznog centra, kao i 
ribozomalnih proteina L22 i L4 (187). Kao posledica ove reakcije dolazi do prekida rasta 
nascentnog polipeptidnog lanca, odnosno prekida sinteze proteina, kao i sprečavanja sklapanja 
ribozoma u ranom stadijumu sinteze proteina (181, 184). Četrnaesto- i petnaesto člani makrolidi 
u manjoj meri inhibiraju i translaciju. Makrolidi uglavnom deluju bakteriostatski, ali mogu 
delovati i baktericidno u zavisnosti od osetljivosti bakterija i koncentracije antibiotika (179). Kod 
pneumokoka makrolidi postižu baktericidan efekat (188, 189). 
     Linkozamidi predstavljaju grupu antibiotika u kojoj su dva najznačajnija člana, linkomicin i 
njegov derivat, klindamicin. Linkomicin je izolovan iz fermentacionog filtra bakterije 
Streptomyces lincolnensis. Molekul linkomicina je izgrađen od jednog aminokiselinskog ostatka 
(trans-1-metil-4-propil-L-prolin) i derivata monosaharida α-metl-tioglikozida, koji se naziva 
linkozamin. Iako su strukturno veoma različiti od makrolida, linkozamidi imaju isto vezno mesto 
na ribozomu i sličan mehanizam delovanja kao makrolidi i streptogramini (190).  
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     Streptogramini su prirodni ciklični peptidi koje produkuje Streptomyces spp (191). Sačinjeni 
su od dve komponente, streptogramina A (dalfopristin, pristinamicin II, virginiamicin M) i 
streptogrmina B (kvinopristin, pristinamicin I, virginiamicin S). Pojedinačno ove komponente 
imaju slabu bakteriostatsku aktivnost, ali zajedno deluju sinergistički i baktericidno. Vezivanje 
komponente A za bakterijski ribozom dovodi do konformacionih promena unutar 
peptidiltransferaza centra što povećava afinitet komponente B (192). Streptogramin B interferira 
sa formacijom rastućeg polipeptidnog lanca na sličan način kao makrolidi (193).  
1.8.2 Ketolidi 
     Ketolidi čine novu grupu antibiotika čiji je prvi i najznačajniji predstavnik telitromicin (194, 
195). Njegov antimikrobni spektar je sličan novijim makrolidima i značajno je aktivniji protiv 
mnogih bakterijskih vrsta. Telitromicin je polusintetski derivat eritromicina A. Građen je od 14-
članog laktonskog prstena kod koga je neutralni šećer L-kladinoza zamenjen keto grupom na 
poziciji C3 (196). Poput makrolida, i telitromicin se vezuje za domene II i V 23S rRNK 
ribozoma, ali za razliku od njih, telitromicin ima i dodatno mesto vezivanja na poziciji A752 
domena II (186, 194, 197, 198). Zahvaljujući vezivanju za više veznih mesta, veza telitromicina 
sa ribozomom bakterija je i do 10 puta jača nego veza makrolida. Ketolidi se odlikuju i niskim 
afinitetom za proteine efluks pumpe, tako da su delotvorni i kod sojeva kod kojih rezistencija na 
makrolide nastaje na ovaj način. Telitromicin se koncentriše unutar neutrofila i makrofaga, te je 
koncentracija leka nekoliko puta viša intracelularno u odnosu na ekstracelularne tečnosti (199). 
Glavna indikacija za korišćenje telitromicina je tretman vanbolničke pneumonije (CAP) (200).  
1.8.3 Beta laktamski antibiotici (BLA) 
     U klasi beta laktamskih antibiotika su četiri grupe antibiotika: penicilini, cefalosporini, 
karbapenemi i monobaktami. Penicilin je prvi predstavnik ove klase i otkriven je 1929. godine, 
kao produkt gljivice Penicillium notatum, dok su cefalosporini pronađeni 1948. godine, a 
poreklom su od gljivice Cefalosporium acremonium. 
     Strukturnu osnovu penicilina i drugih beta-laktamskih antibiotika (BLA) čini beta-laktamski 
prsten. Penicilini poseduju biciklično jezgro – penam, koje predstavlja fuzionisani β-laktamski i 
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tiazolidinski prsten. Supstitucijama na C6-atomu β-laktamskog prstena dobijaju se derivati 
penicilina (191). I cefalosporini imaju biciklično jezgro-cefem, koje se sastoji od fuzionisanog β-
laktamskog prstena i dihidrotiazidnog prstena. Karbapenemi su strukturno vrlo slični 
penicilinima, ali je kod njih atom sumpora na poziciji 1 zamenjen ugljenikom, te otud i ime – 
karba-penemi.  
     Ovi antibiotici se ireverzibilno vezuju za penicilin-vezujuće proteine (PVP), enzime 
bakterijske ćelije, koji imaju važnu ulogu u završnim fazama sinteze peptidoglikana. Veza je 
kovalentna, a ostvaruje se procesom acilacije aktivnog mesta PVP od strane BLA. Kao posledica 
ovih izmena, PVP postaju neaktivni i dolazi do prestanka sinteze peptidoglikana ćelijskog zida, a 
potom i osmotske hidrolize bakterijske ćelije (201). Pneumokok poseduje šest PVP: tri PVP 
velike molekularne težine, klase A: PVP1A, PVP1B i PVP2A; dva PVP velike molekulske 
težine klase B: PVP2X i PVP2B i jedan PVP niske molekularne težine, PVP3 (202). Smatra se 
da PVP2X i PVP2B imaju esencijalnu ulogu u procesu rasta ćelije (203, 204). Svaki PVP ima 
različit afinitet za različite beta laktame. 
     Beta-laktamski antibiotici su u širokoj upotrebi u lečenju infekcija uzrokovanih 
pneumokokom. Penicilini i aminopenicilini su lekovi prvog izbora u lečenju akutnog zapaljenja 
srednjeg uha i vanbolnički stečene pneumonije (27, 205-212). Cefahlor i cefuroksim su 
predstavnici druge generacije cefalosporina i lekovi su drugog i trećeg izbora u lečenju 
pomenutih infekcija. Predstavnici treće generacije cefalosporina, ceftriakson i cefotaksim, kao i 
karbapenemi (meropenem) se koriste u lečenju ozbiljnijih, životno-ugrožavajućih pneumokoknih 
infekcija , poput meningitisa i sepse (213). 
1.8.4 Ostali antibiotici koji se koriste u lečenju pneumokoknih infekcija 
     Fluorohinoloni su sintetski antibiotici, odnosno hemioterapeutici. Derivati su 1,4-dihidro-4-
okso-3-hinolinkarboksilne kiseline (191). Ciljno mesto delovanja fluorohinolona je 
topoizomeraza II (DNK giraza) i/ ili topoizomeraza IV. Navedeni enzimi su neophodni za 
replikaciju i transkripciju, odnosno spiralizaciju i despiralizaciju dvostrukog lanca DNK (176). 
Fluorohinoloni stupaju u interakciju sa kompleksom enzim-DNK i inhibiraju delovanje enzima, 
te nema superuvrtanja bekterijske DNK, a samim tim ni replikacije hromozoma. Kao posledica 
ovih događaja dolazi do smrti bakterijske ćelije (baktericidni efekat) (214, 215). Ovi lekovi 
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imaju širok spektar delovanja. Danas postoje četiri generacije fluorohinolona, a noviji preparati, 
predstavnici treće i četvrte generacije, moksifloksacin, levofloksacin i gatifloksacin se koriste u 
lečenju pneumokoknih pneumonija kod odraslih osoba.  
     Tetraciklini vrše inhibiciju sinteze proteina bakterijske ćelije tako što se vezuju za 16S 
rRNK, deo 30S subjedinice bakterijskog ribozoma (216). To dovodi do blokade pristupa 
aminoacetil-tRNK na kompleks RNK-ribozom, čime se sprečava sinteza polipeptida (176). 
Danas se više ne koriste u lečenju pneumokoknih infekcija, zbog vrlo visokog nivoa rezistencije. 
Međutim, s obzirom da se geni rezistencije na tetracikline kod streptokoka često nalaze na istim 
genskim elementima kao i geni rezistencije na makrolide, iz epidemioloških razloga se i dalje 
prati osetljvost pneumokoka na ove antibiotike.  
     Predstavnici glikopeptida su vankomicin i teikoplanin, koji vrše inhibiciju sinteze ćelijskog 
zida Gram pozitivnih bakterija. Molekuli glikopeptida se vezuju za D-alanil-D-alanin na 
krajevima prekursora peptidoglikana, što dovodi do inhibicije transglikozidazilacije (176). 
Vankomicin se koristi za lečenje teških infekcija izazvanih rezistentnim sojevima pneumokoka. 
     Oksazolidini su sintetisani 70-ih godina. Ometaju formiranje inicijalnog kompleksa u sintezi 
proteina, tako što se vezuju za 30S subjedinicu ribozoma (191). U tom pogledu su jedinstveni 
tako da ne postoji ukrštena rezistencija sa drugim antibioticima. Linezolid je prvi antibiotik iz 
klase oksazolidina koji je odobren za kliničku upotrebu 2000.godine za lečenje intrahospitalnih i 
vanbolnički stečenih pneumonija. Koriste se, poput vankomicina, za lečenje teških infekcija 
izazvanih rezistentnim Gram pozitivnim bakterijama, uključujući pneumokok. 
     Hloramfenikol inhibira sintezu proteina vezujući se reverzibilno za peptidiltransferazu na 
50S ribozomalnoj subjedinici. Na taj način sprečava proces transpeptidacije prilikom elongacije 
peptidnog lanca (176, 217). Hloramfenikol ima sposobnost prolaska kroz krvno-moždanu 
barijeru i ranije se dosta koristio u terapiji infekcija centralnog nervnog sistema kod pacijenata 
alergičnih na penicilin. 
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1.9 Mehanizmi rezistencije Streptococcus pneumoniae na antibiotike 
     Dok je većina beta hemolitičkih streptokoka idalje osetljiva na penicilin i druge beta laktame, 
S.pneumoniae je uspešno razvio rezistenciju na ovu klasu antibiotika. Prvi rezistentni sojevi 
pneumokoka na BLA su se pojavili još krajem 60-tih godina u Australiji, a potom i u Južnoj 
Africi (218-220), da bi tokom devedesetih i dvehiljaditih godina incidencija rezistencije 
pnuemokoka na ove antibiotike u velikom broju zemalja sveta dostigla alarmantne razmere. 
Takođe je vremenom došlo i do razvoja rezistencije pneumokoka na makrolide, što je dovelo do 
pojave sojeva koji pokazuju udruženu rezistenciju na obe klase antibiotika, koji predstavljaju 
lekove izbora za terapiju pneumokoknih bolesti. 
1.9.1 Rezistencija na MLSB antibiotike 
     Rezistencija pneumokoka na makrolide je posredovana putem dva glavna mehanizma: 
modifikacijom ciljnog mesta delovanja leka i aktivnim efluksom (221). Mehanizam enzimske 
inaktivacije antibiotika iz grupe makrolida nije opisan kod pneumokoka. 
1.9.1.1 Modifikacija ciljnog mesta delovanja leka  
     Izmena ciljnog mesta delovanja leka obično nastaje zbog metilacije adenina u ribozomu, a 
znatno ređe kao posledica  ribozomalnih mutacija (222).  
1.9.1.1.1  Metilacija adenina u 50S podjedinici ribozoma 
 
     Ovaj mehanizam rezistencije na makrolide je prvi put opisan 70-ih godina (223). Uočeno je 
da Gram pozitivne bakterije mogu da sintetišu enzim metilazu (adenin N6 metiltransferaza), koja 
katališe mono ili dimetilaciju specifične rezidue adenina A2058 domena V peptidiltransferaznog 
centra 23S rRNK, veznog mesta MLS antibiotika, te lekovi ne prepoznaju svoje ciljno mesto 
vezivanja. Navedeni tip rezistencije se ispoljava kao MLSb fenotip (224) i karakteriše ga visok 
nivo rezistencije na makrolide, sa vrednošću MIK eritromicina ≥64 mg/L (222). Povećanje doze 
leka ima mali efekat. Geni koji kodiraju enzime metilaze su nazvani erm (erythromycin 
ribosome methylase) geni i otkriveni su kod brojnih Gram pozitivnih bakterija (225). 
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     Kod pneumokoka postoje dva gena koji kodiraju metilazu, znatno češći - ermB gen (226) i 
vrlo redak - ermA gen. ErmB gen je prvobitno označen kao ermAM. Otkriven je na plazmidu 
pAM77 Streptococcus sanguis (181, 223). Drugi gen koji kodira metilazu, kod pneumokoka je 
ermA. On je prvo otkriven kod sojeva Streptococcus pyogenes i tada je bio označen kao ermTR 
(227). Budući da je ermTR veoma srodan sa ermA genima opisanim kod sojeva Staphylococcus 
aureus, kao i da bi se prevazišla složenost nomenklature, predloženo je da se za pomenute gene 
koristi jedinstveno ime ermA (226). Između ermA i ermB postoji 58% sličnosti na nivou 
nukleotida (227). 
     ErmB gen pneumokoka može biti lociran na brojnim transpozonima koji se šire procesima 
konjugacije. Konjugativni transpozoni pneumokoka većinom pripadaju dvema klasama: Tn916-
Tn1545 tip elemenata i Tn5252 kompozitni element koji uključuje Tn3701 i Tn3951 (228-233). 
Tn916-Tn1545 familija konjugativnih transpozona je ubikvitarna i ima više od 10 članova. Ovi 
transpozoni se takođe mogu naći kao delovi većih genskih elemenata. Pored delova genoma 
transpozona koji su uključeni u njegovu konjugaciju, isecanje, integraciju, regulaciju i sl., u 
sastavu transpozona mogu biti i manji mobilni elementi koji nose gene rezistencije na 
antibiotike, živu itd. Tako, se npr. na transpozonima iz familije Tn916/Tn1545 nalaze geni 
rezistencije na eritromicin – ermB (Tn917) i mefA, tetracikline – tetM, kanamicin- aphA-3 (234, 
235). 
     Osim na Tn917/Tn1545 familiji transpozona, ermB i tetM geni se kod pneumokoka mogu naći 
i na: Tn3872, Tn6002, Tn6003, Tn2010 (236). Znatno ređi ermA gen kod pneumokoka je nađen 
na nekonjugativnom transpozonu Tn1806 koji se ne prenosi transformacijom. 
     Kod izolata koji nose erm gene, rezistencija na MLSb antibiotike se može ispoljavati kao 
konstitutivna ili inducibilna (224). Fenotip sa konstitutivnom MLSb rezistencijom je visoko 
rezistentan na sve tri klase antibiotika (181), što se lako uočava u disk difuzionom testu. Kod 
inducibilne ekpresije, međutim, bakterija produkuje neaktivnu mRNK za enzim metilazu. Tek u 
prisustvu antibiotika induktora, ova mRNK biva rearanžirana i aktivna, te dolazi do njenog 
prepisivanja na ribozomu, odnosno do sinteze metilaze. Sojevi sa ovim tipom rezistencije su 
rezistentni na makrolidni antibiotik koji je induktor, ali su osetljvi na druge lekove MLS klase. S 
obzirom da način ispoljavanja ovog tipa rezistencije zavisi od više faktora (gena koji reguliše 
ekpresiju erm gena tzv. atenuatora, građe ribozoma i sl.), moguće je da se inducibilna rezistencija 
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ekprimira na više načina. Većina antibiotika iz MLS grupe mogu da budu induktori u različitom 
stepenu. To objašnjava kod streptokoka, posebno kod pneumokoka, veliku raznolikost 
fenotipova, te se mogu naći inducibilni MLS fenotipovi sa niskim ili visokim nivoom rezistencije 
na 14, 15 i 16-člane makrolide i osetljivošću ili rezistencijom na klinadimicin i streptogramine 
(221). 
     Kada se takvi izolati inkubiraju u prisustvu niskih koncentarcija 14 i 15-članih makrolida, koji 
deluju kao induktori, može se uočiti porast vrednosti MIK klindamicina i streptogramina B 
(224). U dvostrukom ili trostrukom disk difuzionom testu se inducibilni fenotip prepoznaje po 
zaravnjenju zone inhibicije rasta oko diska linkozamida i/ili streptogramina na strani okrenutoj 
eritromicinu, koji je induktor (tzv. zona D) (224). Ipak, mora se naglasiti da se, za razliku od 
S.pyogenes, kod pneumokoka, zbog velike raznolikosti MLS fenotipova, dvostruki disk test sa 
eritromicinom i klindamicinom, uglavnom koristi samo za diferenciranje M od MLS fenotipa. 
1.9.1.2 Aktivni efluks leka 
     Pre nego što je Helena Seppala 1993.godine opisala novi M-fenotip rezistencije na makrolide 
kod Streptococcus pyogenes, (237), smatralo se da je rezistencija streptokoka na makrolide 
isključivo posredovana ermB genom (238). Međutim, M fenotip kod piogenog streptokoka je 
ispoljavao rezistenciju na 14 i 15-člane makrolide ali ne i na 16-člane makrolide, linkozamide i 
streptogramin B (237). Nešto kasnije ovaj fenotip je takođe opisan kod pneumokoka. Tri godine 
posle otkrića M fenotipa je uočeno da je ovaj tip rezistencije povezan sa aktivnim efluksom leka. 
Konačno je molekularnim kloniranjem dokazano da je za mehanizam efluksa kod Streptococcus 
pyogenes odgovoran mef(A) gen (GenBank accession number U70055) (239). Ubrzo nakon toga, 
1997.godine, Tait-Kamradt je opisao prisustvo sličnog mef(E) gena kod Streptococcus 
pneumoniae (GenBank accession number U83667) (240).  
     Kod pneumokoka su pronađena oba podtipa mef gena, mef(A) i mef(E) (241-243). 
Sekvenciranjem je utvrđeno da su ova dva gena veoma srodna, i da postoji 90% srodnosti na 
nivou DNK i 88% sličnosti na proteinskom nivou (240, 244). Sugerisano je da se oba gena 
izveštavaju kao mefA gen, da bi se izbegla kompleksnost nomenklature (226).  
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     Produkt mef gena je protein čija je uloga da olakšava izbacivanje antibiotika iz bakterijske 
ćelije i pripada glavnoj superfamiliji efluks pumpi (engl. Major facilitator superfamily of efflux 
pumps), a specifičan je za 14- i 15-člane makrolde.  
     Rezistencija posredovana aktivnim efluksom leka se ispoljava kao M fenotip, koji se 
karakteriše niskim nivoom rezistencije na 14 i 15-člane makrolide (vrednost MIK za eritromicina 
˂16 mg/L), dok  postoji osetljivost na 16-člane  makrolide, linkozamide i streptogramin B  (240, 
245, 239). Povećanjem doze leka se može nadmašiti efekat efluks pumpe. 
      MefA i mefE geni su lokalizovani na elementima sličnim konjugativnim transpozonima. MefE 
gen je smešten na 5,4 ili 5,5 –kb mega (engl. Macrolide efflux genetic assembly) elementu, a 
mefA na srodnim transpozonima, Tn1207.1 i Tn 1207.3. Kasnije su identifikovani sojevi 
pneumokoka koji nose oba gena, ermB i mefA, i ispoljavaju se kao MLSb fenotip (246). 
1.9.1.3 Ribozomalne mutacije 
     Rezistencija pneumokoka na makrolide može biti posredovana i ribozomalnim mutacijama. 
Mutacije se javljaju u regionu peptidiltransferaza u domenima V i II 23S rRNK kao i u genima 
koji kodiraju sintezu ribozomalnih proteina 50S subjedinice, L4 i L22 (247, 248). Mutacije u 
ovom području sprečavaju vezivanje antibiotika za ciljno mesto (181, 223, 249-251). Fenotipovi 
mutiranih sojeva su varijabilni, u zavisnosti od mesta mutacije, broja mutiranih alela i verovatno 
nivoa ekspresije gena (247, 249, 252-255.). Azitromicin se smatra jednim od najpotentnijih 
makrolida za selekciju mutanata (253). Najčešća ribozomalna mutacija među kliničkim izolatima 
pneumokoka je A2059G (28, 249, 250). Ispoljava se kao makrolid-linkozamid rezistentni fenotip 
(ML fenotip). Mutacija na A2058G se ređe javlja kod pneumokoka ali je zato uobičajena među 
sojevima Streptococcus pyogenes. Kod ovog fenotipa, označenog kao M16S fenotip, postoji 
rezistencija na 16-člane makrolide i streptogramin  (256-259, 247). 
1.9.2 Mehanizmi rezistencije na telitromicin 
     Telitromicin se pokazao veoma efikasnim protiv sojeva pneumokoka rezistentnih na 
makrolide, budući da ima dodatno mesto vezivanja na domenu II 23S rRNK, za koje se 
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makrolidi ne vezuju (198, 260-264). Takođe, ketolidi imaju nizak afinitet prema proteinima 
efluks pumpe, tako da mefA pozitivni sojevi pneumokoka nisu rezistentni na telitromicin. 
     Za sada je oseljivost pneumokoka, uključujući erm pozitivne i mef pozitivne izolate, na 
telitromicin vrlo visoka (254, 260, 262-267). Ipak, izolati pneumokoka koji su rezistentni na 
makrolide (nose erm ili mef gene) pokazuju više vrednosti MIK telitromicina u odnosu na sojeve 
osetljive na makrolide. Mutacije u mestu vezivanja telitromicina, domenu II i V 23S rRNK i u 
ribozomalnim proteinima L4 i L22, kao i mutacije u ermB genu dovode do povećanja vrednosti 
MIK telitromicina (268, 269). Iako je rezistencija pneumokoka na ketolide izuzetno retka, ipak 
su opisani rezistentni izolati. Rezistencija na telitromicin je opisana kod izolata kod kojih je 
došlo do sticanja erm gena rezistencije i do istovremenih mutacija u domenu II 23S rRNK (197, 
269). Nažalost, može se očekivati da će povećana upotreba ketolida u budućnosti dovesti do 
porasta nivoa rezistencije pneumokoka na ovaj lek. 
1.9.3 Mehanizmi rezistencije na beta laktamske antibiotike 
     Rezistencija pneumokoka na beta-laktamske antibiotike nastaje usled akumulacija mutacija u 
genima koji kodiraju penicilin-vezujuće proteine. Kao posledica promena PVP dolazi do 
smanjenja njihovog afiniteta za BLA, te se antibiotik ne vezuje, a bakterija nastavlja normalno da 
sintetiše peptidoglikan (270). Generalno govoreći, rezistencija na penicilin nastaje usled promena 
u genima za PVP1A, PVP2X i PV2B dok je smanjena osetljivost na cefotaksim i ceftriakson 
posledica izmene PVP1A i PVP2X. Multiple izmene u genima za PVP često dovode do visokog 
nivoa rezistencije. Geni za PVP kod rezistentnih sojeva pneumokoka imaju mozaičku građu, gde 
su delovi gena zamenjeni njihovim alelskim varijantama, koje kod kliničkih izolata potiču iz 
penicillin rezistentnih sojeva srodnih vrsta, uglavnom viridans streptokoka (Streptococcus mitis). 
Prenos gena nastaje procesom transformacije između osetljivih sojeva pneumokoka i rezistentnih 
sojeva viridans streptokoka, a potom se mehanizmom homologe rekombinacije ubacuje gen koji 
nosi rezistenciju u hromozom pneumokoka. Nukleotidi pbp gena rezistentnih sojeva 
pneumokoka se razlikuju i do 25% u odnosu na osetljive. Ove genetičke izmene favorizuje 
selektivni pritisak spoljne sredine, odnosno prisustvo antibiotika. Kojim će se redom menjati 
geni za PVP zavisi od vrste BLA koja vrši selektivni pritisak. U laboratoriji je, kontinuiranim 
izlaganjem pneumokoka subinhibitornim dozama penicilina, moguće indukovati mutacije u 
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genima za PVP. Time su kod mutanata pneumokoka dobijene slične izmene gena za PVP kao 
kod kliničkih izolata, koje su, međutim, bile posledica akumulacije mutacija, a ne dobijanja gena 
iz spoljne sredine (176, 271-275). Dokazano je, takođe, da su za rezistenciju pneumokoka na 
BLA, pored izmena u pbp genima zaslužne i izmene u drugim genima, koji kodiraju druge 
komponenete ćelijskog zida (276). 
     Izolati pneumokoka sa smanjenom osetljivošću na penicilin često pokazuju smanjenu 
osetljivost i na druge beta-laktamske antibiotike, uključujući novije cefalosporine (277, 278). 
Mutacije u genima za PVP2X uzrokuju nizak nivo rezistencije na penicilin koji može biti praćen 
rezistencijom na oralne cefalosporine. Alteracije u pbp2b dovode do umerenog porasta vrednosti 
MIK penicilina (270) dok izmene u pbp1a dovode do visokog nivoa rezistencije na penicilin 
(279, 280) kao i do rezistencije na cefalosporine proširenog spektra (281, 282). 
     Većina sojeva koji su rezistentni na cefalosporine proširenog spektra su takođe rezistentni na 
penicilin i ampicilin, ali su vrednosti MIK za ceftriakson i cefotaksim uglavnom niže od 
vrednosti MIK penicilina.  
     Za razliku od stafilokoka i enterokoka, kod pneumokoka nije dokazana produkcija beta 
laktamaza. 
1.9.4 Mehanizmi rezistencije na fluorohinolone 
     Rezistencija S.pneumoniae na fluorohinolone se javlja kao posledica mutacija u 
hromozomskim genima koji kodiraju sintezu topoizomeraze IV (parC ili parE) i/ili giraze (gyrA 
ili gyrB). Na ovaj način može nastati visok nivo rezistencije na fluorohinolone. Drugi opisani 
mehanizam rezistencije je aktivni efluks antibiotika iz ćelije, koji dovodi do niskog nivoa 
rezistencije.  
     Mutacije gena se mogu javiti pojedinačno ili kombinovano. Mutacije se javljaju postepeno, 
pri čemu primena antibiotika dovodi do selekcije rezistencije. Kod pneumokoka prvo dolazi do 
mutacija u genima za parC, što dovodi do niskog nivoa rezistencije, da bi sekundarne mutacije u 
gyrA dovele do potpune rezistencije na fluorohinolone. Postepene promene u genima se ogledaju 
u postepenom porastu vrednosti MIK fluorohinolona (283-290).  
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1.9.5 Mehanizmi rezistencije na ostale antibiotike 
     Rezistencija pneumokoka na tetracikline je najčešće posredovana sticanjem tetM ili ređe tetO 
gena, koji kodiraju ribozomalne zaštitne proteine (291-294). TetM i TetO zaštitni proteini 
sprečavaju vezivanje tetraciklina za 30S subjedinicu ribozoma (294-296). TetM i tetO geni dele 
približno 77% sličnosti u sastavu aminokiselina (295). Kod streptokoka se determinante 
rezistencije na tetracikline često nalaze na mobilnim konjugativnim transpozonim Tn916-Tn1545 
kao i velikim kompozitnim strukturama kao što su Tn5253 i Tn3872. Navedeni transpozoni često 
nose i gene rezistencije na druge antibiotike, kao što je erm(B) gen ili gene rezistencije na 
hloramfenikol (cat) . Zbog toga je rezistencija na tetracikline često povezana sa rezistencijom na 
makrolide, linkozamide i streptogramin B (297).  
     S.pneumoniae je uspešno razvio rezistenciju i na druge antibiotike ranijih generacija, poput 
hloramfenikola, rifampicina, trimetoprim-sulfametoksazola, ali i na novije – linezolid, 
kvinopristin – dalfoprisitin (298-305). Nije zabeležena rezistencija na vankomicin, ali je 
zapaženo da neki sojevi mogu da preživljavaju, ali ne i da rastu u prisustvu ovog antibiotika, što 
je označeno kao tolerancija.  
1.10 Razvoj rezistencije pneumokoka na antibiotike 
1.10.1 Rezistencija na antibiotike iz grupe makrolida 
     Antibiotici iz grupe makrolida se decenijama koriste širom sveta, posebno u lečenju 
vanbolnički stečenih infekcija respiratornog trakta. U poslednje vreme je, usled nekritične 
upotrebe, došlo do zabrinjavajućeg porasta rezistencije pneumokoka na makrolide, koja danas 
predstavlja veći problem nego rezistencija na penicilin (306).  
     Rezistencija pneumokoka na eritromicin je prvi put zabeležena 1967. godine u Kanadi a 
potom u Francuskoj 1976.godine (307-309). Ipak, nivo rezistencije tokom sedamdesetih godina 
nije prelazio 5%. U sledećoj deceniji je došlo do značajnog porasta rezistencije pneumokoka na 
eritromicin. Tako je u SAD rezistencija tokom osamdesetih sa 0,3% porasla na 6,3% . U Španiji 
je do 1990. godine dostigla 9,4% (308), dok je u Francuskoj 1985. godine nađeno 26% sojeva 
rezistentnih, a već 1994. godine čak 40,9% (310). Ovako brz porast prevalencije makrolidne 
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rezistencije je povezan sa povećanom upotrebom makrolida, posebno dugodelujućih, kao što su 
klaritromicin i azitromicin. 
1.10.2 Rezistencija na penicilin 
     Od samog uvođenja u terapiju 1940. godine, penicilin G je bio lek izbora u terapiji 
pneumokoknih infekcija i mortalitet od pneumonija je značajno opao (311).  Do 1967. godine 
pneumokok je bio osetljiv na penicilin i druge antibiotike. Prvi soj pneumokoka neosetljiv na 
penicillin (MIK 0,6 mg/L) je izolovan 1967. godine u Australiji iz sputuma pacijenta sa 
hipogamaglobulinemijom, koji je bio na dugotrajnoj antibiotskoj terapiji (218, 312). Poznata je 
epidemija izazvana penicilin-rezistentnim pneumokokom u Južnoj Africi 1977.godine, a godinu 
dana kasnije su u toj zemlji od pedijatrijskih pacijenata izolovani i prvi multirezistentni sojevi 
(219-221), koji su pripadali serotipovima 6A i 19A. Sedamdesetih i osamdesetih godina 
prevalencija rezistencije pneumokoka na penicillin prelazi 10% u mnogim delovima sveta, 
uključujući Španiju, SAD, Novu Gvineju, Južnu Afriku, Izrael i Poljsku (313). Ovaj porast 
rezistencije je doveo do ozbiljnih problema u lečenju pneumokoknih infekcija, posebno 
meningitisa. Devedesetih godina je procenjeno da je neosetljivost pneumokoka na penicillin na 
globalnom nivou iznosila 37%, od čega je 23% sojeva bilo potpuno rezistentno (314). 
     Istovremeno je je zapažen porast učestalosti sojeva sa udruženom neosetljivošću na penicilin i 
eritromicin. Ovaj porast je bio povezan sa širenjem penicilin-rezistentnih klonova koji su stekli 
determinante rezistencije na makrolide, uglavnom posredstvom transpozona Tn916 familije. 
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     S obzirom da su najzastupljeniji serotipovi pneumokoka koji dovode do neinvazivnih i 
invazivnih bolesti kod dece u eri pre uvođenja vakcine bili 6B, 9V, 14, 19F i 23F, kao i da je 
pedijatrijska populacija, zbog čestih respiratornih infekcija, najviše izložena antiboticima, među 
ovim serotipovima su se selekcionisali rezistentni klonovi.  
     Uvođenje pneumokokne konjugovane vakcine u obavezni kalendar vakcinacije u razvijenim 
zemljama sveta je, pored pada incidencije IPB, dovelo i do smanjenja rezistencije pneumokoka 
na antibiotike, jer je dovelo do “uklanjanja” rezistentnih serotipova. Kao posledica ove mere, kao 
i izmena koje je 2008. godine napravio CLSI u graničnim vrednostima kategorija osetljivosti 
S.pneumoniae na penicillin, u današnjim studijama nadzora nad rezistencijom pneumokoka na 
antibiotike se uočava trend smanjenja procenta rezistentnih sojeva na beta laktamske antibiotike. 
Na osnovu podataka EARS-Net (engl. European Antimicrobial Resistance Surveillance System) 
iz 2012. godine, većina evropskih zemalja ima procenat PNSP (penicilin neosetljivi pneumokok) 
ispod 10%, dok 4 zemlje južne i istočne Evrope imaju PNSP iznad 25% (Bugarska, Malta, 
Rumunija, Španija). Svega 8,7% izolata pokazuje kombinovanu neosetljivost na penicilin i 
makrolide (315). 
     Rezistencija pneumokoka na novije fluorohinolone, linezolid, telitromicin, kvinopristin-
dalfopristin je još retka, i ne dostiže alaramantne nivoe, dok je na vankomicin zabeležena samo 
pojava tolerancije.   
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2 CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAŽIVANJA 
Ciljevi ovog istraživanja su sledeći: 
1. Odrediti učestalost rezistencije na makrolide među invazivnim i neinvazivnim sojevima 
Streptococcus pneumoniae koji su izolovani od odraslih osoba, kao i od dece mlađe od 18 godina 
u periodu 2010. do 2012. godine u Srbiji 
2. Odrediti učestalost istovremene rezistencije na penicilin, kao i multirezistencije kod sojeva 
Streptococcus pneumoniae, rezistentnih na makrolide  
3. Odrediti fenotip rezistencije na makrolide kod izolata Streptococcus pneumoniae 
4. Ispitati gensku osnovu rezistencije na makrolide kod sojeva Streptococcus pneumoniae,  
detektovanjem prisustva ermB i mefA gena metodom PCR 
5. Odrediti serotip invazivnih izolata Streptococcus pneumoniae koji su rezistentni na makrolide 
Hipoteze koje ova doktorska disertacija ima za cilj da evaluira su: 
1. Rezistencija na makrolide je više zastupljena kod neinvazivnih izolata Streptococcus 
pneumoniae u odnosu na invazivne, a rezistentni sojevi se češće izoluju od dece mlađe od 18 
godina nego od odraslih osoba  
2. Približno jedna trećina sojeva Streptococcus pneumoniae koji su rezistentni na makrolide su 
istovremeno multirezistentni  
3. Među sojevima Streptococcus pneumoniae rezistentnim na makrolide MLSb fenotip 
rezistencije je zastupljeniji u odnosu na M fenotip  
4. Kod sojeva Streptococcus pneumoniae koji su rezistentni na makrolide je češće prisustvo 
ermB gena u odnosu na mefA gene rezistencije, iz čega se zaključuje da je kod ovih izolata 
metilacija ribozoma češći mehanizam rezistencije u odnosu na efluks leka  
5. Serotipovi invazivnih izolata su 19F i 14 
Doktorska disertacija 
 
30 
 
3 MATERIJAL I METODE 
     Istraživanje je izvedeno kao prospektivna studija u koju je uključeno 326 sojeva Streptococcus 
pneumoniae, rezistentnih na makrolide (MRSP), koji su izolovani od hospitalizovanih i 
amubulantno lečenih pacijenata u periodu od januara 2010. godine do decembra 2012. godine. 
Ispitivanje je obuhvatilo izolate iz briseva nosa i nazofaringealnih eksudata (sekret sinusa) 
(n=212), sputuma (n=41), briseva spoljašnjeg ušnog kanala (n=14), bronhoaspirata i 
bronholavata (n=3), briseva konjunktive (n=7) i vulve (n=1) i kao i invazivne sojeve poreklom iz 
krvi (n=26), likvora (n=19) i pleuralnih punktata (n=3). Ukoliko su od istog pacijenta izolovana 
dva ista soja pneumokoka, a iz različitih materijala, u istraživanje je uključen samo jedan. Od 
ukupno 326 obrađenih izolata, neinvazivnih sojeva je izolovano 278 (85,3%), a invazivnih 48 
(14,7). Od toga je 247 (75,8%) sojeva izolovano od dece mlađe od 18 godina a 79 (24,2%) od 
odraslih pacijenata. 
Tabela 1: Učestalost vrste materijala u odnosu na uzrast 
Vrsta materijala     deca   odrasli    ukupno 
nos/nazofaringelalni eksudat/sekret sinusa 206 6 212 
sputum 0 41 41 
bris spoljašnjeg ušnog kanala/sadržaj srednjeg uha 12 2 14 
bronholavat, bronhoaspirat 1 2 3 
bris vulve 0 1 1 
bris konjunktive 5 2 7 
krv  13 13 26 
likvor 10 9 19 
pleuralni punktat 0 3 3 
ukupno  247 79 326 
 
     Izolati su sakupljani sa cele teritorije Repubike Srbije. Nakon izolacije i identifikacije u 
matičnim mikrobiološkim laboratorijama, sojevi su transportovani u Amies transportnom 
medijumu (Copan, Italija) do Nacionalne referentne laboratorije (NRL) za streptokok na Institutu 
za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Uz svaki uzorak je poslata i 
propratna dokumentacija koja je obuhvatala sledeće podatke: laboratorijski identifikacioni broj, 
vrstu uzorka, datum uzorkovanja, uzrast i pol pacijenta, dijagnozu kao i rezultate testa 
osetljivosti.  
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     U ispitivanje su uključeni sojevi pneumokoka izolovani u mikrobiološkim laboratorijama: 
Instituta za plućne bolesti Vojvodine, Instituta za kardiovaskularne bolesti Vojvodine, Instituta 
za onkologiju Vojvodine (Sremska Kamenica), Instituta za javno zdravlje Vojvodine (Novi Sad), 
Zavoda za laboratorijsku dijagnostiku „Paster“, Instituta za mikrobiologiju i imunologiju 
Medicinskog fakulteta Beograd, Laboratorije Marković, Instituta za zdravstvenu zaštitu majke i 
deteta „dr Vukan Čupić“, Opšte bolnice Šabac, Opšte bolnice „Sveti Luka“ Smederevo, Opšte 
bolnice Valjevo, kao i u mikrobiološkim laboratorijama Zavoda za javno zdravlje Sombor, 
Kikinda, Zrenjanin, Subotica, Valjevo, Užice, Niš i Čačak.  
3.1.1 Identifikacija 
      U NRL je urađena ponovna identifikacija poslatih izolata, na osnovu morfoloških 
karakteristika bakterija (Gram pozitivne koke, raspoređene u lancima), kulturelnih osobina 
(prisustva alfa hemolize) kao i biohemijsko-fizioloških osobina: negativan katalaza test, 
pozitivan test osetljivost na optohin (BioRad, SAD), pozitivan test lize u prisustvu natrijum-
dezoksiholata i reakcije aglutinacije sa polivalentnim antiserumom (Slidex PneumoKit, 
bioMerieux, Francuska). Sojevi su inkubirani na krvnom kolumbija (Columbia) (Oxoid, Velika 
Britanija) agaru uz dodatak 5% ovčje krvi, 18- 24h, na temperaturi od 37°C, u prisustvu 5% CO2.  
     Nakon izolacije, prekonoćna kultura pneumokoka je suspendovana u moždano-srčanom 
bujonu (Biolife, Italy) i inkubirana 18-24h u prethodno opisanim temperaturnim i atmosferskim 
uslovima. Sojevi su konzervirani sa 10% sadržajem glicerola u plastičnim mikro-epruvetama 
zapremine 1,5 ml, na temperaturi od -80°C. 
      Za invazivne sojeve pneumokoka je urađena potvrda identifikacije i detekcijom gena za 
autolizin (lytA), u reakciji lančanog umnožavanja nukleinskih kiselina (engl. Polymerase Chain 
Reaction, PCR),  prema protokolu Nagai i saradnika (316). 
3.1.2 Ekstrakcija DNK pneumokoka 
 
     Izolacija DNK pneumokoka je izvedena metodom termičke ekstrakcije. U sterilnim 
plastičnim epruvetama, zapremine 1,5 ml (Eppendorf, Nemačka) je napravljena suspenzija sveže 
prekonoćne kulture pneumokoka u 200 µl puferisanog fiziološkog rastvora (engl. phosphate-
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buffered saline, PBS), koja je potom vorteksirana i u nju je dodato 800 µl PBS. Posle 
centrifugiranja na 20 000xg (Eppendorf, Nemačka) u trajanju od 2 min je odbačen supernatant, a 
u vorteksirani pelet je dodato 200 µl sterilne destilovane vode. Ovaj sadržaj je stavljan u pećnicu 
na 95-100°C u trajanju od 10 min. Zatim su mikroepruvete stavljane na led (4°C) i centrifugirane 
na 16 000xg u trajanju od 15 min. Dobijeni supernatant, koji sadrži izolovanu DNK 
pneumokoka, je prebacivan u novu sterilnu plastičnu mikroepruvetu, zapremine 1,5 ml. 
Izolovana DNK je odmah bila korišćena za izvođenje daljeg ispitivanja. Ukoliko se nije odmah 
koristila, čuvana je u frižideru na temperaturi +4°C u periodu do 7 dana ili u zamrzivaču na -
20°C u periodu od mesec dana.  
     Merenje prinosa DNK, odnosno DNK kvantitacija je obavljena pomoću spektrofotometra 
(Biophotometer 8,5 Light Center Height, Eppendorf, Nemačka). Koncentracija izolovane DNK 
je izračunavana prema Lambert Beer zakonu, na osnovu absorpcije svetlosti određene talasne 
dužine (260 nm). 
     Za reakciju dokazivanja lytA gena su korišćeni prajmeri, čije su sekvence prethodno 
publikovane (316), a prikazane su u tabeli br 2. 
 
Tabela 2: Prajmeri koji su korišćeni za amplifikaciju lytA gena MRSP sojeva 
 
Prajmer                               Sekvenca 5’    3’              Produkt (bp)            Referenca  
 
lytA-sense 5′-CAA CCG TAC AGA ATG AAG CGG-3′      308 (319)bp         Nagai et al. (2001) 
lytA-antisense 5′-TTA TTC GTG CAA TAC TCG TGC G-3′ 
 
 
  
Doktorska disertacija 
 
33 
 
     Za izvođenje reakcije lančanog umnožavanja, korišćene su sterilne plastične mikroepruvete, 
zapremine 0,2 ml (Eppendorf, Nemačka). Reakcionu smešu su sačinjavali Taq PCR MasterMix 
zapremine 12 µl (Qiagen, Nemačka), po 2 µl 20 µM rastvora odgovarajućih prajmera 
(Invitrogen, SAD), 5 µl bakterijske DNK i 4 µl dejonizovane vode (Qiagen, Nemačka). 
Zapremina reakcione smeše je iznosila 25 µl. U reakcionu smešu negativne kontrole dodavana je 
odgovarajuća zapremina destilovane vode umesto bakterijske DNK. Pozitivnu kontrolu je 
predstavljao uzorak čiji je odgovarajući amplikon, prethodno već umnožen PCR metodom i 
naknadno vizualizovan.  
Mikroepruvete sa reakcionim smešama su stavljane u termoblok aparata (Mastercycler Gradient, 
Eppendorf). 
     Amplifikacija se odvijala pod sledećim uslovima: inicijalna denaturacija je izvedena na 
temperaturi od 95°C u trajanju od 10 minuta, praćena sa 35 ciklusa, od kojih se svaki sastojao od 
denaturacije na temperaturi od 95°C u trajanju 60 sekundi, reakcije sparivanja prajmera na 58°C 
u trajanju od 60 sekundi i ekstenzije na 72°C u trajanju od 60 sekundi. Finalna elongacija je 
izvedena na temperaturi od 72°C u trajanju od 10 minuta. 
     Prisustvo amplifikacionih produkata je vizualizovano horizontalnom elektroforezom u 
agaroznom gelu pri naponu struje od 100V u trajanju od 60min. Vizualizacija je obavljana 
prosvetljavanjem gelova korišćenjem UV transiluminatora (Kodak Gel Logic 200 Imaging 
System, SAD). 
3.1.3 Tipizacija  
     Tipizacija invazivnih sojeva je izvedena reakcijom bubrenja kapsule (Quellung reakcijom) sa 
serogrupnim i serotipskim antiserumima na kapsularne polisaharide (Statens Serum Institute, 
Kopenhagen, Danska) (317). 
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3.2  Detekcija determinanti rezistencije na makrolide  
3.2.1 Ispitivanje fenotipova rezistencije pneumokoka na makrolide  
     Fenotipska ekpresija rezistencije na makrolide kod sojeva S.pneumoniae je ispitana pomoću 
eritromicin-klindamicin dvostrukog disk difuzionog testa (ECDD test), prema protokolu 
Montanari i saradnika (318). Na ploče miler hinton (Mueller Hinton -MH) agara (bioMerieux, 
Francuska) sa dodatkom 5 % ovčje krvi je naneta bakterijska suspenzija gustine 0,5 McFarland, a 
potom i diskovi eritromicina (15 µg) i klindamicina (2 µg) (bioRad, SAD) na rastojanju od 15-20 
mm. Očitavanje testa je vršeno nakon 18 sati inkubacije na 35-37°C u prisustvu 5% CO2. 
Rezultati su očitavani na osnovu prečnika i izgleda zone inhibicije rasta oko antibiotika. 
Odsustvo zone inhibicije oko oba diska je ukazivalo na ukrštenu rezistenciju na makrolide, 
linkozamide i streptogramine, odnosno konstitutivni – cMLSb fenotip. Inducibilni MLS fenotip 
(iMLSb) je prepoznat po pojavi zaravnjenjene zone inhibicije rasta oko diska klindamicina na 
strani okrenutoj eritromicinu (D zona) i odsustvu zone inhibicije rasta oko eritromicina. 
Osetljivost na klindamicin, uz rezistenciju na eritromicin je ukazivalo na M fenotip (181, 318- 
321). 
3.2.2 Određivanje vrednosti MIK eritromicina i klindamicina 
     Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) eritromicina i klindamicina su 
određene kombinovanim difuziono-dilucionim metodom antibiograma, pomoću E test traka 
(bioMerieux, Francuska). Nakon zasejavanja bakterijske suspenzije turbiditeta 0,5 McFarland na 
MH agar sa dodatkom 5% ovčje krvi i 18 – 24 časovne inkubacijena 35-37°C u prisustvu 5% 
CO2, očitavana je vrednost MIK antibiotika, koja se nalazi na preseku E test trake i granice zone 
inhibicije rasta. Rezultati su interpretirani u skladu sa preporukama Instituta za kliničke i 
laboratorijske standarde (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) iz 2013. 
godine (322). 
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3.3 Test osetljivosti na ostale antibiotike 
3.3.1 Ispitivanje osetljivosti difuzionom metodom 
     Disk difuzionom metodom antibiograma je ispitivana osetljivost na sledeće antibiotike: 
oksacilin (1 µg), azitromicin (15 µg), tetraciklin (30 µg), hloramfenikol (30 µg), norfloksacin (10 
µg), gentamicin (10 µg) i trimetoprim – sulfametoksazol (23,75/1,25 µg) (bioRad,SAD). 
Korišćena je bakterijska suspenzija turbiditeta 0,5 McFarlanda (McF) koja je pravljena od sveže 
prekonoćne kulture pneumokoka u sterilnom fiziološkom rastvoru i potom zasejavana na MH 
agar, sa dodatkom 5% ovčje krvi. Nakon aplikacije diskova impregniranih antibiotikom, zasejane 
podloge su inkubirane na 35-37°C, u  periodu od 18-24 sata u prisustvu 5 % CO2. 
     Prečnik zone inhibicije rasta je meren u milimetrima a kategorije osetljivosti na antibiotike su 
interpretirane prema preporukama CLSI (322). Za kontrolu kvaliteta je korišćen referentni soj 
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. 
     Ukoliko je soj ispoljavao rezistenciju na tri ili više antibiotika različitih klasa, smatralo se da 
je multirezistentan (323, 324). 
3.3.2 Ispitivanje osetljivosti na antibiotike automatizovanim sistemom Vitek 2 
     Ispitivanje osetljivosti na antibiotike je izvedeno automatizovanim VITEK 2 sistemom za 
brzu izradu testa osetljivosti (VITEK 2, bioMerieux, Francuska). Ispitana je osetljivost na 19 
antibiotika (benzilpenicilin, amoksicilin, cefotaksim, ceftriakson, imipenem, levofloksacin, 
moksifloksacin, ofloksacin, sparfloksacin, eritromicin, telitromicin, pristinamicin, kvinopristin – 
dalfopristin, linezolid, vankomicin, tetraciklin, hloramfenikol, rifampicin, trimetoprim – 
sulfametoksazol) korištenjem kartica AST-P576 prema uputstvu proizvođača (bioMerieux, 
Francuska). Kao referentni soj u testovima osetljivosti je  korišćen S.pneumoniae ATCC 49619.  
     Rezultati osetljivosti su tumačeni u skladu sa preporukama CLSI iz 2013. godine. Prema 
navedenim preporukama definisane su različite granične vrednosti minimalnih inhibitornih 
koncentracija penicilina i cefalosporina treće generacije za sojeve pneumokoka izolovane iz 
likvora i/ili krvi pacijenata sa dijagnozom meningitisa (tzv.meningealni sojevi - MS) i sojeve 
izolovane od osoba sa drugim dijagnozama pneumokokne bolesti (tzv. nemeningelani sojevi - 
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NMS). Granične vrednosti penicilina za MS su: S ≤0,06 µg/ml, R ≥2 µg/ml, a za NMS su: S ≤2 
µg/ml, R ≥8 µg), dok su za cefalosporine treće generacije granične vrednosti za MS bile S ≤0,5 
µg/ml, R ≥2 µg/ml, a za NMS  S ≤1 µg/ml, R ≥4 µg/ml. 
     Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) penicilina i cefotaksima su potvrđene 
kombinovanim difuziono-dilucionim metodom antibiograma, pomoću E test traka na način 
opisan u poglavlju 3.2.2. Rezultati su interpretirani na dva načina: u skladu sa CLSI standardom, 
2013., koji se i dalje koristi u našoj zemlji, i u većini zemalja, kao i sa standardom EUCAST 
(engl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) iz 2013. godine, koji je od 
skoro preporučen kao standard za evropske zemlje (325).  
 
3.4 Detekcija gena rezistencije na makrolide, PCR metodom 
     Geni rezistencije na eritromicin, ermB i mefA, kod izolovanih sojeva pneumokoka su 
detektovani reakcijom lančanog umnožavanja (PCR) prema protokolu Farrell-a (255, 268, 318, 
320, 326, 327). Za vizualizaciju dobijenih produkata je upotrebljen metod horizontalne 
elektroforeze u agaroznom gelu kao i UV transiluminator (Kodak Gel Logic 200 Imaging 
System, SAD). Korišćen je sistem za fotodokumentaciju (Kodak, 1D 3.6, SAD).  
3.4.1 Izolacija i kvantitacija DNK 
     Izolacija i kvantitacija DNK su urađene metodom termičke ektsrakcije, odnosno 
spektrofotometrijskim merenjem opisanim u poglavlju 3.1.2. 
3.4.2 Prajmeri koji su korišćeni za umnožavanje gena rezistencije pneumokoka na 
makrolidne antibiotike  
     Geni koji determinišu rezistenciju na makrolide (mefA i ermB) su detektovani PCR metodom, 
korišćenjem  prajmera čije su sekvence prethodno objavljene (326) (Tabela 3).  
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Tabela 3: Prajmeri koji su korišćeni za umnožavanje gena rezistencije na eritromicin, PCR 
metodom 
 
Prajmer                               Sekvenca 5’    3’                   Produkt (bp)                        Referenca  
 
mefA Fw 5’TATGGGCAGGGCAAGCAGTATC3’             202                     Farrell at al.(2001) 
mefARev 5’TCRGCACCAATCATTATCTTCTTC3’ 
 
ermBFw 5’TTTTGAAAGCCATGCGTCTGA3’                  201                   Farrell at al.(2001) 
ermBRev 5’ATCTGTGGTATGGCGGGTAAGTT3’ 
 
3.4.3 Protokol za izvođenje reakcije lančanog umnožavanja mefA i ermB gena 
     Za izvođenje reakcije lančanog umnožavanja, korišćene su sterilne plastične mikroepruvete, 
čija zapremina iznosi 0,2 ml (Eppendorf, Nemačka). Reakcionu smešu su sačinjavali Taq PCR 
MasterMix zapremine 12 µl (Qiagen, Nemačka), po 2 µl 20 µM rastvora odgovarajućih prajmera 
(Invitrogen, SAD), 5 µl bakterijske DNK i 4 µl dejonizovane vode (Qiagen, Nemačka). 
Zapremina reakcione smeše je iznosila 25 µl. U reakcionu smešu negativne kontrole dodavana je 
odgovarajuća zapremina destilovane vode umesto bakterijske DNK. Pozitivnu kontrolu je 
predstavljao uzorak čiji je odgovarajući amplikon, prethodno već umnožen PCR metodom i 
naknadno vizualizovan.  
     Mikroepruvete sa reakcionim smešama su stavljane u termoblok aparata (Mastercycler 
Gradient, Eppendorf). 
     Temperature topljenja (engl. melting temparature, TM) prajmera su određene na osnovu 
dužine sekvenci i procentualne zastupljenosti različitih nukleotida, korišćenjem Perlprimer 
programa. U zavisnosti od TM Fw i Rev prajmera, dizajnirana je temperatura vezivanja prajmera 
(engl. annealing temperature, TA) koja je korišćena u protokolima za PCR (TA~TM-5°C). 
Korišćenjem web servera OligoCalc proverena je eventualna međusobna komplementarnost 
prajmera.  
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     Amplifikacija se odvijala pod sledećim uslovima: inicijalna denaturacija je izvedena na 
temperaturi od 95°C u trajanju od 10 minuta, praćena sa 40 ciklusa koji su se sastojali od 
denaturacije na temperaturi od 95°C u trajanju 15 sekundi, reakcije vezivanja prajmera na 59°C u 
trajanju od 30 sekundi i elongacije na 72°C u trajanju od 30 sekundi. Finalna elongacija je 
izvedena na temperaturi od 72°C u trajanju od 10 minuta. 
3.4.4 Elektroforeza u agaroznom gelu  
     Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata, na osnovu veličine produkta i naelektrisanja, 
obavljeno je u 1,5% agaroznom gelu. Smeša TAE pufera (40mM TRIS, 20 mM sirćetne kiseline, 
1 mM EDTA, pH7,6) i agaroze je više puta kuvana do tačke ključanja radi homogenizacije, a do 
postizanja bezbojnosti. U tečnu agarozu je sipan 0,01% etidijum bromid, interkalirajuća boja, 
radi vizualizacije produkta. Smeša je zatim razlivana u kalup za gel, u koji je prethodno učvršćen 
plastični češalj, koji služi za formiranje bunarčića. Nakon stezanja gela, češalj je vađen, a ceo 
sistem unošen u kadicu za elektroforezu u koju je sipan TAE pufer do granične linije. Bunarčići 
su punjeni mešavinom 8 µl PCR produkta i 2 µl 10X pufera za punjenje (engl. loading buffer), 
odnosno rastvora bromfenol plavog (Fermentas, SAD). Pored ispitivanih PCR produkata na gel 
je nanošen i DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas, SAD), odnosno 
smeša DNK fragmenata poznatih veličina (engl. ladder) u zapremini od 5 µl. Elektroforeza je 
obavljana pri naponu struje od 100V u trajanju od 60min.  
3.4.5 Vizualizacija PCR produkata  
     Vizualizacija je obavljana prosvetljavanjem gelova korišćenjem UV transiluminatora (Kodak 
Gel Logic 200 Imaging System, SAD). Pojava trake odgovarajućeg broja baznih parova 
ukazivala je na postojanje datog gena u ispitivanom uzorku, a odsustvo trake nepostojanje istog. 
Sistem za fotodokumentaciju (Kodak, 1D 3.6, SAD) je korišćen za slikanje gelova i skladištenje 
dobijenih fotografija.  
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3.5 Statistička obrada rezultata 
     U statističkoj obradi rezultata korišćene su metode deskriptivne statistike. Za procenu 
značajnosti razlike korišćen je Hi kvadrat test. Statistički značajnom razlikom smatralo se P 
manje od 0,05, a visoko statistički značajnom razlikom smatralo se P manje od 0,01 
4 REZULTATI ISTRAŽIVANJA 
4.1 Osnovne osobine uzorka 
     U periodu od januara 2010. do decembra 2012. godine je u Srbiji, u laboratorijama koje su 
učestvovale u slanju MRSP izolovano ukupno 958 (175 invazivnih i 783 neinvazivnih) sojeva 
S.pneumoniae. Od toga je 326 (34%) bilo rezistento na makrolide (MRSP). Od ukupno 175 
invazivnih izolata, 48 (27,4%) je bilo rezistentno na makrolide, dok je od 783 neinvazivnih 
izolata, 278 (35,5%) bilo MRSP. Veća učestalost MRSP sojeva među neinvazivnim u odnosu na 
invazivne materijale je bila statistički značajna (χ2=4,2; df=1; p=0,04). Od ukupno 958 sojeva, 
pedijatrijskih je bilo 686, od čega je 247 sojeva (36%) bilo MRSP. Broj uzoraka dobijenih od 
odraslih pacijenata je iznosio 272, među kojima je rezistentnih na makrolide bilo 79 (29%). Veća 
učestalost MRSP sojeva dobijenih od pedijatrijskih pacijenata u odnosu na sojeve dobijene od 
odraslih je bila statistički značajna (χ2=4,15; df=1; p=0,04) (tabela 4).  
Tabela 4: Učestalost izolacije sojeva S.pneumoniae u odnosu na vrstu materijala i uzrast 
Uzrast 
neinvazivni invazivni  
MSSP MRSP MSSP MRSP ukupno 
n % n % n 
Deca 378 74,9 224 80,6 61 
Odrasli 127 25,1 54 19,4 66 
Ukupno 505 100,0 278 100,0 127 
     Ovo istraživanje je obuhvatilo ispitivanje fenotipskih i genotipskih osobina 326 sojeva 
pneumokoka rezistentnih na makrolide. Od toga je 32,5% izolovano sa teritorije Vojvodine, 
62,8% sa područja grada Beograda, dok je 4,7%  izolata poticalo iz laboratorija iz centralne 
Srbije (grafikon 1). 
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Grafikon 1: Teritorijalna raspodela izolovanih sojeva 
 
 
      Procentualna zastupljenost sojeva po uzrastu i polu je prikazana u Tabeli 5. Sojevi 
S.pneumoniae rezistentni na makrolide su bili tri puta češće izolovani od dece (< 18 godina) u 
odnosu na odrasle osobe. Odnos među polovima pacijenata od kojih su dobijeni uzorci je bio 
podjednak.  
 
Tabela 5: Demografske karakteristike pacijenata kod kojih su izolovani sojevi MRSP 
Karakteristika Podaci 
Uzrast N % 
Deca 247 75,8 
Odrasli 79  24,2  
Pol N % 
Muški 164 50,3 
Ženski 161 49,4 
 
     Od 278 neinvazivnih izolata, najveći broj (226) je poticao iz gornjih delova repiratornog 
trakta - brisa nosa i sekreta sinusa, kao i iz spoljnog i srednjeg uha, dok je iz donjih disajnih 
puteva (sputuma i bronhoalveolarnog materijala) izolovano 44 soja. U brisu konjunktive je 
nađeno 7 sojeva MRSP, a u brisu vulve jedan. Od 48 invazivnih sojeva, 26 (54,2%) je  izolovano 
iz krvi, 19 (39,6%) iz likvora, a svega 3 (6,2%) su izolovana iz pleuralnih punktata. 
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     Analiza zastupljenosti pojedinih materijala prema uzrastu je pokazala da su među 
neinvazivnim materijalima dominirali uzorci izolovani od dece. Oni su činili 80,6% (224 od 278) 
svih neinvazivnih izolata, odnosno 90,7% (224 od 247) – svih pedijatrijskih MRSP sojeva. 
Preostalih 19,4% (54 od 278) neinvazivnih sojeva je izolovano od odraslih, što je predstavljalo 
68,3% dela adultne kolekcije MRSP. Od 48 invazivnih MRSP sojeva, 47,9% (23) je izolovano 
od dece, a 52,1% (25) od odraslih. Invazivni dečiji izolati su činili 9,3% kolekcije pedijatrijskih 
MRSP, dok je 25 invazivnih sojeva izolovanih od odraslih pacijenata predstavljalo 31,5% svih 
adultnih MRSP izolata (grafikon 2). 
 
Grafikon 2: Učestalost vrste materijala u odnosu na uzrast izražen u procentima 
 
 
     Od 326 sojeva, dva soja su bila rezistentna na optohin, dok su ostali bili osetljivi. Međutim, 
svi su lizirali u prisustvu dezoksiholata. Kod svih 48 invazivnih sojeva pneumokoka je 
identifikacija potvrđena detekcijom lytA gena, metodom PCR (slika 6). 
  
Doktorska disertacija 
 
42 
 
Slika 6: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekcija lytAgena kod MRSP sojeva PCR 
metodom 
 
 
Traka 1 - DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas);  
Traka 2 - negativna kontrola 
Traka 3 - pozitivna kontrola za lytA gen ;  
Trake 4 i 5 - pozitivni uzorci za lytA gen;  
Traka 6 - negativan uzorak za lytA gen 
 
4.2 Fenotipovi rezistencije na makrolide sojeva Streptococcus pneumoniae 
izolovanih u Srbiji 
     Dominantan fenotip makrolidne rezistencije među analiziranim MRSP izolatima je bio MLSb, 
koji je identifikovan kod 256 (78,5%) sojeva. M fenotip je bio zastupljen kod 70 (21,5%) sojeva. 
Među sojevima sa MLSb fenotipom, 241 (73,9%) je ispoljio konstitutivni MLS fenotip, dok je D 
zona oko diska klindamicina, označna kao inducibilni MLS fenotip detektovana kod svega 15 
(4,6%) sojeva (grafikon 3).  
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Grafikon 3: Zastupljenost fenotipova rezistencije pneumokoka na makrolide 
 
     MLSb fenotip je dominirao u obe uzrasne grupe (78,5% u ukupnom uzorku). Međutim, 
zastupljenost MLSb fenotipa je bila značajno češća kod dece (83,0%) u odnosu na odrasle 
pacijenate (64,6%), dok je M fenotip bio znatno više zastupljen kod odraslih (35,4%) nego kod 
dece (17%) i ova razlika je statistički visoko signifikantna (χ2=12,07; df=1; p=0,001). 
Prevalencija MLSb fenotipa je bila približno jednaka među invazivnim (77,1%) i neinvazivnim 
izolatima (78,7%). Takođe je i M fenotip bio podjednako zastupljen kod invazivnih (22,9%) i 
neinvazivnih izolata (21,3%) (tabela 6). 
Tabela 6: Distribucija fenotipova rezistencije MRSP među invazivnim (n=48) i 
neinvazivnim  (n=278) sojevima pneumokoka izolovanim od dece i odraslih 
Fenotip 
Deca (n=247) Odrasli (n=79) Ukupno 
Invazivni 
(n) 
Neinvazivni 
(n) 
Invazivni 
(n) 
Neinvazivni  
(n) (n) 
cMLS 16 178 17 30 241 
iMLS 1 10 3 1 15 
M 6 36 5 23 70 
Ukupno 23 224 25 54 326 
 
 
MLSB
M
B 
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     Sojevi sa MLSb fenotipom rezistencije na makrolide su se odlikovali visokim stepenom 
rezistencije na eritromicin, pri čemu je vrednost MIK50 iznosila ≥256 µg/ml. Većina sojeva sa 
MLSb fenotipom je bila rezistentna i na klindamicin sa vrednošću MIK50 ≥256 µg/ml. Najviše 
vrednosti MIK klindamicina su imali sojevi sa cMLS fenotipom. Od 15 sojeva sa inducibilnom 
MLS rezistencijom pet je bilo osetljivo na klindamicin, dok su ostali bili rezistentni na ovaj 
antibiotik. Vrednost MIK50 klindamicina za sojeve sa iMLS fenotipom je bila 0,5 µg/ml. 
     Sojevi sa M fenotipom rezistencije na makrolide su se odlikovali umerenim stepenom 
rezistencije na eritromicin, pri čemu je vrednost MIK50 iznosila 4 µg/ml. Svi sojevi sa M 
fenotipom su bili osetljivi na klindamicin sa vrednošću MIK50 od 0,25 µg/ml (tabela 7). 
Tabela 7: Distribucija fenotipova rezistencije na makrolide i vrednosti MIK eritromicina i 
klindamicina  
Fenotip n (%) Antibiotik MIK (µg/ml) 
Rang 50% 90% 
cMLS 241 (73,9) 
Eritromicin 4-≥256 ≥256 ≥256 
Klindamicin 4-≥256 ≥256 ≥256 
iMLS 15 (4,6) 
Eritromicin 1-≥256 ≥256 ≥256 
Klindamicin 0,064-
≥256 0,5 48 
M 70 (21,5) 
Eritromicin 2-≥256 4 12 
Klindamicin 0.016-0.25 0.25 0.25 
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4.3 Genotipovi rezistencije 
pneumoniae izolovanih u Srbiji
     Od ukupno ispitanih 326 MRSP sojeva, 
(78,5%), dok je prisustvo mefA gena (slika 8
Slika 7: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekcija 
metodom  
     1        2        3      
 
Traka 1 - negativna kontrola za ermB
Traka  2 - pozitivna kontrola za ermB
Traka 3 – pozitivan uzorak  
Traka 4 -  DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas)
Traka 5 - negativan uzorak 
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Slika 8: Gel elektroforeza u agaroznom gelu; detekcija mefA gena kod MRSP sojeva PCR 
metodom  
 
 
Traka 1 – pozitivna kontrola za mefA gen 
Traka 2 – negativna kontrola za mefA gen 
Trake 3-7 i 9 – pozitivni uzorci 
Traka 8 - DNK standard (Gene Ruler, 100bp DNA Ladder plus, Fermentas) 
 
     Kod svih 70 sojeva sa M fenotipom je identifikovan samo mefA gen (21,3%). Kod svih 256 
sojeva koji su imali MLSb fenotip je dokazano prisustvo ermB gena (slika 8). Prisustvo samo 
ermB gena je dokazano kod 113 (34,7 %) izolata. Prisutvo oba gena rezistencije (ermB+mefA) je 
potvrđeno kod 143 (43,9%) izolata. Svi sojevi kod kojih su potvrđena oba gena rezistencije su 
imali MLSb fenotip  (tabela 8). 
Tabela 8: Distribucija gena rezistencije kod 326 ispitanih MRSP 
Fenotipovi samo ermB samo mefA ermB + mefA
 
cMLS 104 0 137 
iMLS 9 0 6 
M 0 70 0 
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      Sojevi koji poseduju oba ispitivana gena (ermB i mefA) češće su bili prisutni kod dece 
(49,0%) u odnosu na uzorke dobijene od odraslih (27,8%) i ova razlika je statistički visoko 
signifikantna (χ2=10,863; df=1; p=0,001). Izolati koji poseduju oba ispitivana gena (ermB i 
mefA) su češće bili prisutni među neinvazivnim (47,1%) nego među invazivnim uzorcima 
(25,0%) i ova razlika je statistički visoko signifiknatna (χ2=8,135; df=1; p=0,004). 
4.4 Učestalost rezistencije sojeva MRSP na druge antibiotike u Srbiji 
     Osetljivost MRSP sojeva na penicilin i cefotaksim je ispitana automatizovanim sistemom 
(VITEK) i E testom. Interpertacija rezultata osetljivosti na penicilin i cefotaksim je analizirana 
korišćenjem dva kriterijuma: CLSI (2013) i EUCAST (2013). 
     Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija penicilina su se kretale od 0,016 µg/ml do 12 
µg/ml. Vrednost MIK50 penicilina je iznosila 0,75 µg/ml dok je vrednost MIK90 iznosila 3 µg/ml. 
Na grafikonu 4 je prikazana zastupljenost  vrednosti MIK penicilina kod svih analiziranih sojeva.  
Grafikon 4: Distribucija vrednosti MIK penicilina MRSP sojeva (n=326) 
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Tabela 9: Granične vrednosti MIK penicilina prema kriterijumima CLSI i EUCAST za 
2013.godinu 
Poreklo izolata 
pneumokoka 
CLSI 
MIK(µg/ml) 
EUCAST 
MIK(µg/ml) 
S I R S R 
Pacijenti sa 
meningitisom ≤0,06 - ≥0,12 ≤0,06 >0,06 
Pacijenti sa infekcijama 
drugih sistema i organa ≤2 4 ≥8 ≤1* >1 
*granične vrednosti se odnose na doziranje od 2,4g 4 puta dnevno ili 1,2g 6 puta dnevno 
 
     Kada smo koristili kriterijume CLSI za 2013. god. (tabela 9), našli smo da je među MRSP 
sojevima bilo 52 od ukupno 326 (16%) intermedijarno osetljivih i rezistentnih (penicilin 
neosetljivih sojeva pneumokoka - PNSP), dok je 274 (84%) sojeva bilo osetljivo. Od 52 PNSP, 
34 (65,4%) izolata su bila umereno osetljiva na penicilin, dok je visok nivo rezistencije imalo 
svega 18 (34,6%) sojeva, što čini 5,82% celokupnog uzorka (grafikon 5). 
 
Grafikon 5: Zastupljenost rezistencije MRSP sojeva na penicilin prema kriterijumima 
CLSI 
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      Viši nivo neosetljivosti na penicilin je bio prisutan kod dece (17,8%) u odnosu na odrasle 
(10,1%) ali razlika nije bila statistički značajna (χ2=1,887; df=1; p=0,17). Zastupljenost 
rezistencije je bila veća među invazivnim u odnosu na neinvazivne sojeve, i razlika je bila 
statistički značajna (χ2=37,491; df=1; p=0,000). Tako su od 48 invazivnih izolata, 22 (45,8%) 
izolata bila penicilin neosetljiva, dok je od 278 neinvazivnih sojeva 30 (10,8%) njih pokazivalo 
smanjenu osetljivost na penicilin. Među invazivnim izolatima, značajno viši stepen neosetljivosti 
na penicilin je bio prisutan među izolatima dobijenim iz likvora (89,47%) u odnosu na izolate 
dobijene iz krvi (19,2%) (grafikon 6). Izolati koji poseduju oba gena rezistencije (ermB + mefA) 
su češće prisutni kod PNSP (CLSI kriterijumu) (50,0%) nego kod sojeva koji su osetljivi na 
penicilin (42,7%) ali ova razlika nije statistički značajna. 
Grafikon 6: Neosetljivost na penicilin MRSP prema vrsti materijala, CLSI 
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     S obzirom da su granične vrednosti prema kriterijumima EUCAST restriktivnije u odnosu na 
CLSI, prilikom ispitivanja osetljivosti na penicilin, korištene su granične vrednosti kojima se 
postiže slično doziranje. Naime doze od 2,4 gm 4 puta dnevno ili 1,2 gm 6 puta dnevno prema 
kriterijumima EUCAST odgovaraju dozi od 2 miliona jedinica 6 puta dnevno prema 
kriterijumima CLSI (328). Korištenjem dozama prilagođenim graničnih vrednosti (tabela 9), 
prema kriterijumima EUCAST među MRSP je učestalost penicilin neosetljivih sojeva 
pneumokoka (PNSP) iznosila 39%, dok je 61% izolata bilo osetljivo. Viši nivo rezistencije na 
penicilin je bio prisutan kod dece (46,6%) u odnosu na odrasle (15,2%) a razlika je bila statistički 
visoko signifikantna  (χ2=24,767; df=1; p˂0,000 ). 
 
     Zastupljenost rezistencije je bila veća među invazivnim (54,2%) u odnosu na neinvazivne 
(36,3%) izolate i razlika je bila statistički značajna  (χ2=5,476; df=1; p=0,019). Među invazivnim 
izolatima je, kao i u prethodnoj analizi (CLSI), veoma visok stepen neosetljivosti na penicilin je 
bio prisutan među izolatima dobijenim iz likvora (89,47%). 
 
Tabela 10: Razlike u interpretaciji rezistencije izolata MRSP na penicilin prilikom 
korišćenja dva različita standarda (CLSI i EUCAST) za 2013. godinu  
 Penicilin neosetljivi sojevi  
Kriterijum CLSI EUCAST Diskrepanca % % N % n 
Deca 17,8 44 46,6 115 28,8  („very major“) 
Odrasli 10,1 8 15,2 12 5,1  („minor“) 
Invazivni 45,8 22 54,2 26 8,4  („minor“) 
Neinvazivni 10,8 30 36,3 101 25,5  („very major“) 
Ukupno 16 52 39 127 23 („major“) 
 
    Neusaglašenost između kategorija osetljivosti, odnosno rezistencije na penicilin, dobijenih 
prema kriterijumima CLSI u odnosu na EUCAST je kod MRSP iznosila 23%, što predstavlja tzv. 
„major“ diskrepancu (10-˂25%) (tabela 10) (328). 
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     Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija (MIK) cefotaksima su se kretale od 0,025 
µg/ml do 2 µg/ml. Vrednost MIK50 cefotaksima je bila 0,5 µg/ml, dok je vrednost MIK90 iznosila 
1 µg/ml. Zastupljenost vrednosti MIK cefotaksima je prikazana na grafikonu 7. 
Grafikon 7: Distribucija vrednosti MIK cefotaksima kod MRSP sojeva  
 
 
Tabela 11: Granične vrednosti MIK cefotaksima prema kriterijumima CLSI i EUCAST za 
2013. god. 
Poreklo izolata 
pneumokoka 
CLSI 
MIK(µg/ml) 
EUCAST 
MIK(µg/ml) 
S I R S R 
Pacijenti sa 
meningitisom ≤0,5 1 ≥2 ≤0,5 >0,5 
Pacijenti sa infekcijama 
drugih sistema i organa ≤1 2 ≥4 ≤0,5 >0,5 
 
      Kada smo koristili kriterijume CLSI za 2013. godinu (tabela 11), našli smo da je učestalost 
rezistencije MRSP na treću generaciju cefalosporina (cefotaksim i ceftriakson) iznosila 6,5%. 
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Razlika u rezistenciji među izolatima dobijenim od dece (5,9%) u odnosu na odrasle (8,3%) nije 
bila statistički značajna (χ2=0,437; df=1; p=0,509). Učestalost sojeva neosetljivih na cefotaksim 
je bila veća među invazivnim (25,5%) nego među neinvazivnim izolatima (2%) i ova razlika je 
bila statistički visoko značajna (χ2=34,592; df=1; p˂0,000). Visok nivo neosetljivosti na 
cefotaksim je bio prisutan među izolatima dobijenim iz likvora (52,63%). Sa druge strane, 
zastupljenost sojeva osetljivih na cefotaksim , izolovanih iz krvi je iznosila svega 8%. 
     Prema kriterijumima EUCAST, među MRSP je učestalost sojeva neosetljivih na cefotaksim 
iznosila 29,4%, dok je 70,6% izolata bilo osetljivo. Viši nivo rezistencije na cefotaksim je bio 
prisutan kod dece (34%) u odnosu na odrasle (15%) i ova razlika je bila statistički visoko 
signifikantna (χ2=7,941; df=1; p=0,005). Učestalost rezistencije na cefalosporine treće generacije 
je bila statistički značajno veća (χ2=13,060; df=1; p˂0,001) među invazivnim (51,1%) u odnosu 
na neinvazivne (24,4%) izolate. Visok stepen neosetljivosti na cefotaksim je, kao i kod 
interpretacije prema kriterijumima CLSI, bio prisutan među izolatima dobijenim iz likvora 
(47,36%). Međutim, kada su korišćeni kriterijumi po EUCAST-u, rezistencija sojeva izolovanih 
iz krvi je bila znatno veća nego kod interpretacije po CLS i iznosila je čak 52%.   
     Diskrepanca između vrednosti koje definišu osetljivost, dobijenih prema kriterijumima CLSI 
u odnosu na EUCAST je kod cefotaksima iznosila 22,9%, što se kategorizuje kao velika 
(„major“)  diskrepanca (≥25%) (tabela 12) (332). 
Tabela 12: Razlike u interpretaciji neosetljivosti izolata MRSP na cefotaksim prilikom 
korišćenja dva različita standarda (CLSI i EUCAST) za 2013.godinu  
 Cefotaksim neosetljivi sojevi  
Kriterijum CLSI EUCAST Diskrepanca % % N % n 
Deca 5,9 11 34 64 28,1 („very major“) 
Odrasli 8,3 5 15 9 6,7  („minor“) 
Invazivni 25,5 12 51,1 24 25,6 („very major“) 
Neinvazivni 2 4 24,4 49 24,2 („major“) 
Ukupno 6,5 16 29,4 73 22,9 („ major“) 
 
     Prema kriterijumima CLSI, 25,5% MRSP sojeva je bilo rezistentno na amoksicilin (tabela 
13). Zastupljenost neosetljivosti na amoksicilin je bila veća kod invazivnih (34%) u odnosu na 
neinvazivne (23,6%) izolate, ali razlika nije bila statistički značajna (χ2=2,219; df=1; p=0,136). 
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Učestalost amoksicilin neosetljivih sojeva među decom (29,5%) je bila veća u odnosu na odrasle 
(10,9%) i ova razlika je bila statistički visoko značajna  (χ2=7,850; df=1; p=0,005). 
     Među MRSP smo našli 81,3% rezistentnih na tetracikline (tabela 13). Dečiji izolati su bili 
statistički značajno češće rezistentni na ovaj antibiotik u odnosu na izolate od odraslih pacijenata 
(χ2=4,996; df=1; p=0,025). Takođe su i neinvazivni izolati bili rezistentniji na tetraciklin (84,7 
%) u odnosu na invazivne (66,7 %) i ova razlika je bila visoko statistički signifikantna (χ2=8,347; 
df=1; p=0,004). 
     Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazol je iznosila 74,3%. Ovi sojevi su bili znatno više 
prisutni kod dece (79,2%) u odnosu na odrasle (56,4%) i ova razlika je bila visoko statistički 
signifikantna (χ2=11,820; df=1; p=0,001). Učestalost rezistencije na trimetoprim-
sulfametoksazol je bila veća među neinvazivnim izolatima (75,1%) u odnosu na invazivne 
(70,8%) ali razlika nije bila statistički značajna (χ2=0,376; df=1; p=0,540). 
      Među izolatima MRSP udruženu rezistenciju na penicilin, tetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol je ispoljilo 15,6% sojeva. Multirezistentni (MDR) sojevi su bili visoko 
statistički (χ2=8,310; df=1; p=0,004) više zastupljeni među invazivnim (29,2%) nego među 
neinvazivnim izolatima (12,4%). Multirezistencija je statistički značajno bili zastupljenija kod 
dece (17,7%) u odnosu na odrasle (7,4%)  (χ2=3,461; df=1; p=0,043). Među sojevima sa MLS 
fenotipom, učestalost istovremene rezistencije na penicilin, teraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol je iznosila 16,3%, a kod sojeva sa M fenotipom 12,2%, ali ova razlika nije bila 
statistički značajna. 
      Među sojevima pneumokoka rezistentnim na makrolide, istovremenu rezistenciju na 
tetraciklin i trimetoprim/sulfametoksazol (multirezistenti sojevi, MR) je ispoljilo čak 66,1% 
sojeva. Zastupljenost istovremene rezistencije na ova tri antibiotika je bila statistički značajno  
(χ2=15,836; df=1; p=0,000) veća kod pedijatrijske populacije (72,3%) u odnosu na odrasle 
(43,6%) (grafikon 8). Iako su ovi multirezistentni sojevi bili više zastupljeni među neinvazivnim 
izolatima (68,4%) u odnosu na invazivne (56,3%), razlika nije bila statistički značajna. 
Zastupljenost istovremene rezistencije na tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol je bila veća 
kod sojeva sa MLS fenotipom (73,1%), nego kod sojeva sa M fenotipom (36,7%) i ova razlika je 
bila visoko statistički značajna (χ2=23,391; df=1; p˂0,000). Izolati koji istovremeno nose oba 
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gena rezistencije, ermB i mefA, su češće prisutni među multirezistentnim sojevima (tetraciklin, 
trimetoprim-sulfametoksazol) (58,2%) u odnosu na sojeve osetljive na ova dva leka (17,2%) i 
ova razlika je statistički visoko signifikantna (χ2=39,13; df=1; p<0,001). 
Grafikon 8: Razlike u rezistenciji MRSP prema uzrastu (%) 
 
       Rezistencija na hloramfenikol je iznosila 21,5%. Nema statistički značajne razlike u 
zastupljenosti sojeva rezistentnih na hloramfenikol među decom (21,9%) i odraslima (20,0%) 
(χ2=0,091; df=1; p=0,762). Učestalost rezistencije je neznatno bila veća među neinvazivnim 
izolatima (21,6%) u odnosu na invazivne (20,8 %) , bez statističke značajnosti (χ2=0,015; df=1; 
p=0,903). 
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Tabela 13: Učestalost rezistencije i multirezistencije MRSP sojeva prema uzrastu i vrsti 
materijala 
 
Rezistencija MRSP na 
druge antibiotike (%) 
Statisitčka 
značajnost 
Rezistencija MRSP na 
druge antibiotike (%) 
Statisitčka 
značajnost 
Antibiotik Ukupn
o 
Deca Odrasli p* Invazivni Neinvazivni p* 
Amoksicilin 25,5 29,5 10,9 0,005 34 23,6 0,136 
Tetraciklin 81,3 84,2 70,9 0,025 66,7 84,7 0,004 
SXT 74,3 79,2 56,4 0,001 70,8 75,1 0,54 
tetraciklin+SXT 66,1 72,3 43,6 0,000 56,3 68,4 0,108 
pen+tet+SXT 15,6 17,7 7,4 0,043 29,2 12,4 0,004 
Hloramfenikol 21,5 21,9 20,0 0,762 20,8 21,6 0,903 
*χ2-test 
      Sa druge strane, skoro svi ispitivani sojevi su bili osetljivi na novije hinolone odnosno na 
levofloksacin (99,6%), moksifloksacin (100%) i sparfloksacin (100%) (tabela 14). Zastupljenost 
sojeva osetljivih na ofloksacin je iznosila 68,8%. Preostalih 31,2% sojeva su bili umereno 
osetljivi, dok nijedan soj nije bio rezistentan. Sojevi izolovani od odraslih su bili osetljiviji 
(87,9%) u odnosu na sojeve izolovane od dece (65,7%) ali razlika nije bila statistički značajna. 
Invazivni sojevi ofloksacina su bili statistički značajno (χ2=21,153; df=1; p=0,000) više osetljivi 
(95,9%) u odnosu na neinvazivne (61,8%) (grafikon 9). 
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Grafikon 9: Razlike u rezistenciji MRSP među invazivnim i neinvazivnim izolatima (%) 
 
 
Tabela 14: Procentualna zastupljenost sojeva MRSP prema kategorijama osetljivosti na 
sve ispitujuće antibiotike; granične vrednosti prema kriteriumima CLSI iz 2013.godine 
 
Antibiotik 
Osetljivo 
% 
Intermedijerno 
% 
Rezistentno 
% 
Neosetljivo
(I+R) % 
Penicilin 84 10,2 5,8 16 
Amoksicilin 74,5 15,7 9,8 25,5 
Cefotaksim 93,5 4,5 2 6,5 
Imipenem 97,3 1,95 0,75 2,7 
Levofloksacin 99,6 0,4 0 0,4 
Moksifloksacin 100 0 0 0 
Ofloksacin 68,8 31,2 0 31,2 
Sparfloksacin 100 0 0 0 
Telitromicin 98,4 1,6 0 1,6 
Pristinamicin 100 0 0 0 
kvinupristin/dalfopristin 98,8 0,8 0,4 1,2 
Linezolid 100 0 0 0 
Vankomicin 100 0 0 0 
Tetraciklin 18,7 0 81,3 81,3 
Hloramfenikol 78,5 0 21,5 21,5 
Rifampicin 100 0 0 0 
Trimetoprim/sulfametoksazol 25,7 3,9 70,4 74,3 
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      Svi ispitivani sojevi MRSP su bili osetljivi na vankomicin, linezolid, pristinamicin i 
rifampicin, a najveći broj izolata je pokazivao osetljivost i na imipenem (97,3%), telitromicin 
(98,4%) i  kvinupristin-dalfopristin (98,8%) (tabela 14). Ipak, ne sme se zanemariti činjenica da 
je u populaciji naših MRSP bilo sojeva sa smanjenom osetljivošću na karbapeneme, ketolide i 
streptogramine (grafikon 10). 
 
Grafikon 10: Antimikrobni profil MRSP sojeva izolovanih u Srbiji 
 
 
4.5 Serotipizacija invazivnih sojeva MRSP 
     Serotipizacija je urađena za sve invazivne sojeve (n=48). Među sojevima pneumokoka 
rezistentnim na makrolide, izolovanim iz krvi i likvora, je bilo zastupljeno 12 različitih 
serotipova: 19F, 14 ,6A ,23F ,6B ,3 ,19A, 8, 12F, 15B, 23A i 31. Najzastupljeni serotipovi su bili 
19F (25%) i 14 (23%), koji su bili prisutni kod polovine svih invazivnih izolata, dok su sledeći 
po učestalosti bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%). 
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            Među izolatima dobijenim od dece je bilo prisutno šest različitih  serotipova: 19F, 14, 
6A, 6B, 23F i 19A. Najzastupljeniji su bili serotipovi 19F i 14, koji su nađeni kod više od 
polovine pedijatrijskih izolata (56,5%). Sledeći po učestalosti, 6A, 6B i 23F, su bili podjednako 
zastupljeni - svaki je bio prisutan kod 13,63% izolata. Samo je jedan dečiji soj ispoljio serotip 
19A.  
     Kod odraslih je bila veća distribucija serotipova nego kod dece. Među MRSP je nađeno 11 
različitih  serotipova: 19F, 14, 3, 6A, 19A, 8, 31, 23A, 12F, 15B i 23F. Najzastupljeniji su takođe 
bili serotipovi 19F (20%) i 14 (20%). Njihova zastupljenost u celokupnom uzorku dobijenom od 
odraslih osoba je iznosila 40%. Sledeći po učestalosti su bili serotipovi 3, 6A, 23A i 19A, sa po 2 
izolata, dok je ostalih pet serotipova bilo zastupljeno samo sa po jednim izolatom (tabela 15). 
 
Tabela 15:  Zastupljenost serotipova među invazivnim MRSP sojevima, prema uzrastu 
Serotipovi Deca Odrasli Ukupno 
3 0 2 2 
6A 3 2 5 
6B 3 0 3 
8 0 1 1 
12F 0 1 1 
14 6 5 11 
15B 0 1 1 
19A 1 2 3 
19F 7 5 12 
23A 0 2 2 
23F 3 1 4 
31 0 1 1 
NT 0 2 2 
Ukupno 23 25 48 
 
     Među izolatima dobijenim iz likvora su dominirali serotipovi 19F, 14 i 23F; iz krvi serotipovi 
19F i 14, dok su dva od tri soja iz pleuralnih punktata pripadala serotipu 3 (tabela 16). 
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Tabela 16:  Zastupljenost serotipova među invazivnim MRSP sojevima prema vrsti 
materijala 
Serotip Likvor Krv Pleuralni 
punktat 
Ukupno  
3 0 0 2 2 
6A 2 3 0 5 
6B 1 2 0 3 
8 0 1 0 1 
12F 0 1 0 1 
14 4 7 0 11 
15B 0 1 0 1 
19A 0 3 0 3 
19F 5 7 0 12 
23A 1 1 0 2 
23F 4 0 0 4 
31 1 0 0 1 
Netipibilan 1 0 1 2 
Ukupno: 19 26 3 48 
 
      Među MRSP sojevima koji su istovremeno bili manje osetljivi na penicilin su dominirali 
serotipovi 19F, 14 i 23F. Isti serotipovi su najčešće ispoljavali rezistenciju i na tetraciklin i 
trimetoprim-sulfametoksazol. Od svih MRSP koji su pripadali serotipu 19F, 58,3% sojeva je bilo 
neosetljivo na penicilin, 100% na tetraciklin i 83,3% na trimetoprim-sulfametoksazol. Procenat 
MRSP sojeva serotipa 14 koji su bili istovremeno rezistentni na penicilin je iznosio 45,45%; 
54,5% sojeva ovog tipa je ispoljavalo rezistenciju na tetraciklin, dok je čak 100% bilo rezistentno 
na trimetoprim-sulfametoksazol. 
     Sva 4 soja koji su ispoljili serotip 23F su bili multirezistentni, odnosno istovremeno 
rezistentni na penicilin, tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol. Sa druge strane, sojevi koji su 
ispoljili serotip 6A su bili osetljivi na većinu ispitujućih antibiotika (tabela 17). 
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Tabela 17: Rezistencija izolovanih serotipova MRSP na pojedine antibiotike 
        Antibiotici Pen amoksi Cefo imip oflok tetra hlor tri/sulf 
Serotipovi Ukupno broj neosetljivih (I+R) izolata 
19F 12 7 6 5 5 1 12 1 10 
14 11 5 4 4 3 1 6 2 11 
6A 5 2 0 0 0 0 0 0 0 
23F 4 4 3 3 0 0 4 3 4 
6B 3 2 0 0 0 0 2 2 2 
19A 3 1 2 0 0 0 2 0 1 
3 2 0 1 0 0 0 1 1 1 
23A 2 0 0 0 0 0 2 2 2 
8 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
12F 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
15B 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
31 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
     Serotipovi 19F i 14 među su ispoljili isključivo MLSb fenotip rezistencije na makrolide, dok 
su svi serotipovi 6A ispoljili M fenotip. Zastupljenost serotipova među invazivnim MRSP 
sojevima prema pojedinim fenotipovima je prikazana u tabeli 18. 
Tabela 18: Zastupljenost serotipova invazivnih MRSP sojevima prema fenotipovima 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fenotipovi cMLS iMLS M 
Serotipovi ukupno Broj izolata 
19F 12 12 0 0 
14 11 10 1 0 
6A 5 0 0 5 
23F 4 2 0 2 
6B 3 2 0 1 
19A 3 1 2 0 
3 2 1 1 0 
23A 2 2 0 0 
8 1 1 0 0 
12F 1 1 0 0 
15B 1 1 0 0 
31 1 0 0 1 
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     Kod većine izolata serotipa 19F je dokazano prisustvo oba gena rezistencije. Skoro svi sojevi 
koji su ispoljili serotipove 14 i 19A su posedovali isključivo ermB gen. Sa druge strane, kod svih 
sojeva serotipa 6A je dokazano prisustvo samo mefA gena. Distribucija gena rezistencije u 
odnosu na serotipove invazivnih izolata je prikazana u grafikonu 11.  
 
Grafikon 11: Distribucija gena rezistencije u odnosu na serotipove invazivnih MRSP 
izolata  
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5 DISKUSIJA 
5.1 Učestalost rezistencije pneumokoka na makrolidne antibiotike u Srbiji 
     Streptococcus pneumoniae zauzima vodeće mesto među bakterijskim uzročnicima 
neinvazivnih bolesti respiratornog trakta, ali i teškim, invazivnim bolestima, kao što su sepsa i 
meningitis. Prepoznat je kao najčešći izazivač vanbolničke pneumonije u svim uzrasnim 
grupama, a smatra se i primarnim uzročnikom akutnog zapaljenja srednjeg uha, posebno kod 
male dece. U SAD je oko 31% AOM uzrokovano pneumokokom, a incidenca iznosi 3 100 000 
slučajeva godišnje (329). Često se, međutim, nalazi i kod rekurentnih i hroničnih otitisa, obično u 
kombinaciji sa drugim patogenima. Od 14,5 miliona slučajeva oboljevanja od pneumokoknih 
bolesti širom sveta, čak 95,6% su pneumonije (2). Prema podacima Svetske zdravstvene 
organizacije, pneumonija je kod dece, širom sveta, vodeći uzrok morbiditeta i mortaliteta. Svake 
godine 156 miliona dece oboli od pneumonije, a oko 1,8 miliona dece mlađe od 5 godina i umre 
(330). Incidencija oboljevanja od pneumokokne pneumonije globalno iznosi 2 228/100 000, a 
stopa smrtnosti 15% (2). Od približno 4 miliona slučajeva pneumonija u svim uzrasnim 
grupama, koje se registruju godišnje u SAD, najčešće pneumokokne dovode do hospitalizacije. 
Pneumokokne bolesti su odgovorne za 445 000 hospitalizacija u SAD na godišnjem nivou (331). 
Iako znatno ređa, invazivna pneumokokna oboljenja, od kojih su najčešća bakterijemija i 
meningitis, predstavljaju i dalje veliki medicinski problem. U SAD incidenca meningitisa iznosi 
oko 2000 slučajeva na godišnjem nivou (332). Stopa mortaliteta je 13,7% (333), a i u 
slučajevima izlečenja kod 20% do 40% dece ostaju neurološke sekvele (334). U zemljama u 
kojima je uvedena obavezna vakcinacija protiv pneumokoka je došlo do značajnog pada 
incidencije pneumokoknih meningitisa i drugih invazivnih bolesti izazvanih ovom bakterijom 
(335, 336). No, istraživanja govore da u zemljama kao što je naša, S.pneumoniae je i dalje vodeći 
izazivač bakterijskog meningitisa dece (337), s obzirom da se vakcinacija protiv pneumokoka ne 
sprovodi sistematski, dok je u kalendaru obavezne imunizacije vakcina protiv hemofilusa tipa B. 
     Antibiotici iz grupe makrolida se širom sveta mnogo koriste u lečenju vanbolničkih infekcija 
izazvanih pneumokokom. Izrazit porast prevalencije rezistencije pneumokoka na makrolide u 
većini zemalja je doveo do problema u lečenju pneumokoknih infekcija (338). 
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  U našem ispitivanju smo našli da je ukupna rezistencija pneumokoka na makrolide, u period 
od 2010-2012. godine u Srbiji iznosila 34%. Ovo se može smatrati visokom prevalencijom na 
koju su ukazali i drugi autori. Prema podacima koje su objavili Gajić i saradnici, smanjenu 
osetljivost na makrolide ispoljava 36% invazivnih sojeva pneumokoka u Srbiji (339). Neznatno 
bolja situacija je zabeležena u zemljama u regionu. U Hrvatskoj je 28,6% izolata pneumokoka 
rezistentno na makrolide (315, 340, 341). U Sloveniji je učestalost rezistencije među invazivnim 
sojevima pneumokoka na makrolide 2007. godine iznosila 17%, (342). Prema poslednjim 
podacima iz 2012. godine, u Sloveniji je 21,2% invazivnih sojeva pneumokoka bilo rezistentno 
na ove antibioitike  (315). I u drugim evropskim zemljama je takođe prisutan visok nivo 
rezistencije pneumokoka na makrolidne antibiotike. Prema podacima EARS-Net (engl. European 
Antimicrobial Resistance Surveillance Network) iz 2012. godine, prosečna rezistencija 
invazivnih sojeva pneumokoka na makrolide u Evropi je iznosila 14,6% a kretala se od 3,5% u 
Litvaniji do 50% u Malti. U periodu od 2009-2012. godine je značajan porast rezistencije 
S.pneumoniae zabeležen u Danskoj, Litvaniji, Italiji, Španiji i Velikoj Britaniji, dok je 
signifikantan trend opadanja zabeležen u Finskoj (315). Najniže stope rezistencije pneumokoka 
na makrolide u Evropi su zabeležene u severnim zemljama (Holandija 4,4%, Švedska 4,9%) a 
najviše stope su zabeležene u mediteranskom i jugoistočnom regionu (Rumunija 37,2%, Italija 
34,2%, Francuska 28,9%). 
      Pojava rezistencije pneumokoka na makrolide datira od pre četiri decenije. Prvi sojevi MRSP 
su izolovani u Kanadi, a potom i u Francuskoj 1976. godine (307-309). Međutim nivo 
rezistencije je ostao nizak (˂5%) širom sveta tokom sedamdesetih godina (308). Ranih 
osamdesetih visoka prevalencija pneumokoka, rezistentnog na eritromicin je detektovana među 
izolatima kliconoša u Južnoj Africi (63%). Prevalencija rezistencije pneumokoka među 
invazivnim izolatima je u Južnoj Africi 1983. godine iznosila 8,3% (343). U Francuskoj nije bilo 
pneumokoka rezistentnih na makrolide pre 1976. godine, da bi taj procenat 1984. godine 
dostigao 20%, a već sledeće godine 26% (310). U Španiji je zapažen porast rezistencije sa 0% 
1979-1980. godine na 9,4% 1990. godine (308). Naime, devedesetih godina dolazi do brzog 
porasta prevalencijee rezistencije na makrolide, što se dovodi u vezu sa povećanom upotrebom, 
posebno dugodelujućih makrolida kao što su klaritromicin i azitromicin (314, 344-346). U 
Francuskoj 1994. godine rezistencija pneumokoka na makrolide dostiže čak 40,9% (310), a u 
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Belgiji raste sa 11,5% koliko je iznosila 1988. na 31% 1998. godine (347). Interesantno je da su 
se u nekim zemljama smenjivali trendovi porasta i padova rezistencije pneumokoka na 
makrolide. Tako je npr. u Portugalu u periodu od 1994. do 1998. godine neosetljivost na 
eritromicin bila 7,1%, da bi potom porasla na 18,2% tokom narednih godina (2002-2004.god). 
Nakon toga je u Portugalu zabeležen trend opadanja na 14,9% 2011. godine (348, 349) a zatim 
opet porast na 18,5% 2012.godine (315). U periodu od 1979-1984. godine u SAD rezistencija 
S.pneumoniae  na eritromicin se kretala od 0,3% do 6,3% (350). Trend porasta rezistencije je 
zabeležen i u drugim delovima sveta, kao što su Južna Afrika i Kanada (300, 351-354). 
     Na brz porast prevalencije makrolidne rezistencije pneumokoka 90-tih godina širom sveta su 
ukazale brojne globalne studije.  
     Aleksandar projekat (engl. Alexander Project) je sproveden u periodu od 1992-2000.godine, 
sa ciljem da se ispita antimikrobna osetljivost najčešćih uzročnika infekcija respiratornog trakta, 
stečenih u vanbolničkoj sredini (engl. Community-acquired respiratory tract infections, CARTI) 
kod odraslih osoba. Rezultati ovog projekta su pokazali da je globalni nivo rezistencije 
invazivnih i neinvazivnih sojeva pneumokoka na makrolide bio u rasponu od 16,5-21,9% tokom 
1996-1997.godine, sa tendencijom rasta u narednom periodu – od 1998. do 2000. godine, na 
24,6% (354). Rezultati su pokazali kontinuirani porast i geografske varijacije kada je u pitanju 
antimikrobna rezistencija, i ukazali na potrebu za prepisivanjem adekvatne antibiotske terapije, 
bazirane na lokalnim podacima o rezistenciji. 
     U SAD je od 2001-2004. godine sprovedena prospektivna, longitudinalna studija ispitivanja 
antimikrobne osetljivosti respiratornih patogena, pod nazivom PROTEKT US (engl. Prospective 
Resistant Organism Tracking and Epidemiology for the Ketolide Telithromycin in the United 
States). Studija je dala podatke o prevalenciji rezistencije na makrolide i mehanizmima 
rezistencije među izolatima pneumokoka, kao i o aktivnosti telitromicina (355). U drugoj godini 
ove studije (2001-2002.god) rezistencija pneumokoka je iznosila 27,9% sa velikim varijacijama 
među regionima (najviša vrednost 48,2%, a najniža vrednost 15,2%). U periodu od 2001-2003. 
godine rezistencija na eritromicin je iznosila 31%, da bi u periodu od 2003-2004. godine 
neznatno porasla na 37,2% (356). Dalja ispitivanja su pokazala da se u SAD rezistencija 
pneumokoka na makrolide održavala na nivou od 30%, koliko je iznosila 2004-2005. godine, do 
35 % tokom 2005-2006. godine (357-360). Bila je veća u  jugoistočnom delu SAD (40%,) dok je 
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na jugozapadu i severozapadu rezistencija iznosila oko 25% (345, 360, 361). Prema rezultatima 
prve tri godine (2008-2010.god) programa AWARE (engl. Assessing Worldwide Antimicrobial 
Resistance Evaluation), rezistencija pneumokoka na eritromicin u SAD je iznosila 39,2% (362). 
Podaci iz SENTRY (engl. Antimicrobial Surveillance Program) studije za nadzor nad 
rezistencijom bakterija na antimikrobne preparate su pokazali da je rezistencija pneumokoka na 
makrolide u SAD u 2011. godini dostigla 44,8% (363). 
     Nivo rezistencije pneumokoka na makrolide u Kanadi je niži nego u Americi. Međutim, i u 
Kanadi je zabeležen značajan porast rezistencije pneumokoka na makrolide, što su pokazali 
rezultati dve studije. Studija CROSS (engl. Canadian Respiratory Organism Susceptibility Study) 
je sprovedena u periodu 1998-2006. godine, a nakon toga studija CANWARD (engl. Canadian 
Ward Surveillance Study) koja je sprovedena od januara 2007. do decembra 2008.godine. 
Rezultati su pokazali porast rezistencije sa 8%, koliko je iznosila 1998. godine na 22%, koliko je 
zabeleženo 2008. godine (364-366).  
     Slična situacija je prisutna i u zemljama Latinske Amerike. U Argentini u periodu 2009-2010. 
godina rezistencija sojeva pneumokoka izolovanih od dece sa prvom epizodom AOM je iznosila 
20,6% (367). U Brazilu je u periodu 2004-2005. godina prevalencija MRSP iznosila 15% (368). 
Znatno viša prevalencija rezistencije pneumokoka od 43% je prisutna u Meksiku (369). 
     Armed projekat (engl. The Antibitoic Resistance Surveillance & Control in the Mediterranean 
Region) je obuhvatio zemlje mediteranskog regiona u periodu od 2003-2005. godine. Rezultati 
su pokazali visok nivo rezistencije na makrolide. Najviša prevalencija rezistencije je bila 
zabeležena na Malti 46%, Tunisu 39% i u Turskoj 10% (370). 
     Prema podacima multicentrične studije za praćenje antimikrobne rezistencije u Australiji, pod 
nazivom AGAR (engl. The Australian Group on Antimicrobial Resistance), tokom 2007. godine 
rezistencija na makrolide među invazivnim izolatima je iznosila 13,9% a među neinvazivnim 
izolatima 21,7% (371). 
     Podaci sa Bliskog istoka pokazuju regionalne varijacije. U Iranu je tokom 2010-2011. godine 
prevalencija MRSP bila visoka i iznosila 54% (372), dok je u Libanu 2008. godine iznosila 
33,4% (373). Na afričkom kontinentu, u Alžiru je u periodu od 2005-2011. godine prevalencija 
MRSP među invazivnim izolatima bila 22% (374).  
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      Sa druge strane, zemlje Dalekog Istoka su poznate po izuzetno visokoj rezistenciji 
pneumokoka na eritromicin u Aziji. Prema podacima azijske ANSORP studije (engl. Asian 
Network for Surveillance of Resistant Pathogens), koja je ispitivala antimikrobnu osetljivost 
rezistentnih patogena tokom 2008-2009. godine, prosečna prevalencija rezistencije pneumokoka 
na makrolide u Aziji je iznosila 72,7%. Najviša prevalencija od 96,4% je zabeležena u Kini, 
84,9% na Tajvanu i 80,7% u Vijetnamu (375). Sa druge strane, u Rusiji je znatno bolja situacija. 
Prema najnovijim podacima (2009-2013.god) među neinvazivnim dečijim izolatima rezistencija 
pneumokoka na makrolide u Rusiji iznosi 26% (376). 
     U zaključku se može reći da naši rezultati pokazuju da, u evropskim uslovima, Srbija, slično 
susednim državama, pripada zemljama sa visokom prevalencijom rezistencije pneumokoka na 
makrolide. Međutim, globalno posmatrano, u odnosu na azijske zemlje, Srbija pokazuje srednje 
visoku prevalenciju rezistencije pneumokoka na makrolide. Tako da možemo reći da se u Srbiji 
makrolidi još uvek mogu obazrivo koristiti u lečenju pneumokoknih infekcija, u zavisnosti od 
rezultata testa osetljivosti. 
     U našoj studiji smo zapazili da su neinvazivni sojevi bili rezistentniji na makrolide u odnosu 
na invazivne. Među sojevima izolovanih iz gornjih delova respiratornog trakta rezistencija je 
iznosila 35,5%, dok je 27,4% sojeva izolovanih iz krvi i likvora bilo neosetljivo na makrolide. 
Viši nivo rezistencije pneumokoka na makrolide među neinvazivnim izolatima su opisali i drugi 
autori. Istraživanje sprovedeno u Kanadi je pokazalo razliku u rezistenciji, sa značajno višim 
nivoom rezistencije među neinvazivnim izolatima (22,4%) u odnosu na invazivne (14,6%) (264). 
U našoj studiji smo takođe zapazili da su pedijatrijski sojevi bili rezistentniji na makrolide (36%) 
u odnosu na sojeve dobijene od odraslih pacijenata (29%). I istraživanje sprovedeno u Portugalu 
je pokazalo da se sojevi pneumokoka rezistentni na eritromicin i klindamicin najčešće izoluju u 
dečijem uzrastu (348). Slovenački autori su takođe pokazali da je viši nivo rezistencije (17%) 
prisutan među pedijatrijskim izolatima (342). To su potvrdili i rezultati ANSORP studije u Aziji. 
Oni su našli da je rezistencija na eritromicin značajno češće zastupljena među sojevima 
dobijenim od dece mlađe od 5 godina (44,8%) u odnosu na starije od 65 godina (21,5%). Među 
pedijatrijskim pacijentima mlađim od 5 godina u Pekingu, tokom 2010. godine, prevalencija 
MRSP je iznosila 96,4% (377). Rezultati studije sprovedene u Japanu, takođe, pokazuju da je 
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rezistencija češće zastupljena kod dece mlađe od 2 godine, kao i da je nivo rezistencije vrlo 
visok. Naime, polovina izolata pneumokoka je imala MIK eritromicina veći od 16 µg/ml (378). 
     Jedan od najznačajnijih faktora koji doprinose nastanku i širenju rezistencije pneumokoka na 
makrolide je njihova preterana i neadekvatna upotreba (379, 380). Naime, prekomerna i 
nekritična upotreba antibiotika dovodi do selektivnog pritiska i stvaranja rezistencije bakterija na 
različite klase antibiotika (381). Drugi faktori rizika za sticanje infekcije rezistentnim sojem 
pneumokoka su uzrast pacijenta, ranija upotreba makrolida i istovremeno postojanje hroničnih i 
teških bolesti (382). Makrolidi su antibiotici, koji su često korišćeni u ambulantnim uslovima, 
posebno za lečenje infekcija disajnih puteva. Prekomerna upotreba ovih antibiotika je upravo 
najraširenija u dečijoj populaciji, budući da su pneumokokne i uopšte respiratorne infekcije 
najzastupljenije u toj uzrasnoj grupi. Naročito se kao uzrok porasta rezistencije pneumokoka 
navodi nekritična upotreba dugodelujućih makrolida, kao što je azitromicin (338, 383). Analize 
potrošnje antibiotika pokazuju da su 2001. godine u 22 evropske zemlje makrolidi činili 15% od 
ukupne količine potrošenih antibiotika (384). Slovenija je 1998. godine u grupi od 17 evropskih 
zemalja, zauzimala vodeće mesto po korišćenju makrolida sa dugim dejstvom (azitromicin) 
(385). Mnoge studije su pokazale povezanost između prekomerne upotrebe makrolida i razvoja 
rezistencije pneumokoka (177, 306, 386-388). U Portugalu je porast prevalencije MRSP u 
periodu od 1994-2002. godine povezan sa povećanom upotrebom azitromicina u tom periodu 
(383). S druge strane, na Islandu je, nakon smanjenja upotrebe makrolida i trimetoprim-
sulfametoksazola za 30%, došlo i do smanjenja incidencije PNSP sa 20% na 13% u 
četvorogodišnjem periodu (389). U Kanadi je u period od 1995-2002. godine sprovedena 
prospektivna kohort studija na 3339 pacijenata sa invazivnim pneumokoknim infekcijama koja je 
ukazala na moguće faktore rizika za sticanje pneumokoka rezistentnog na makrolide (390). 
Faktori rizika uključuju raniju upotrebu azitromicina, klaritromicina, penicilina i trimetoprim-
sulfametoksazola. Istraživanje  kojim su obuhvaćeni bolesnici sa pneumokoknom bakterijemijom 
je pokazalo da je kod 24% pacijenata koji su uzimali makrolide, izolovan MRSP, dok je kod 
pacijenata koji nisu uzimali makrolide izolovan soj pneumokoka, koji je bio osetljiv (391). 
Opisani su i smrtni slučajevi pneumokokne pneumonije nastali kao posledica rezistencije na 
makrolide i monoterapije azitromicinom (392). Međutim, da se za razvoj rezistencije 
pneumokoka na makrolide ne može okriviti samo preterana potrošnja ovih antibiotika, ukazuje 
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primer Slovenije, u kojoj je, i pored smanjenja upotrebe makrolida u periodu između 1999-2007. 
godine za 36%, došlo do porasta rezistencije pneumokoka na ove antibioitike sa 4,7% na 16,8% 
(342). Očigledno je da na trendove izmene rezistencije S.pneumoniae na makrolide, pored 
povećane upotrebe ovih lekova, utiču i druge pojave, npr. propagacija rezistentnih klonova i 
serotipova pneumokoka. Klonalna diseminacija MRSP u sredinama kao što su bolnice, zatvori i 
drugi kolektivi, je jedan od glavnih faktora koji doprinose širenju rezistencije pneumokoka na 
makrolide. Ukupna populacija rezistentnog pneumokoka se povećala sa dominacijom malog 
broja klonova uspešnih u preživljavanju (393). Razumevanje genske osnove rezistencije 
pomenutih klonova, sticanja i širenja rezistencije, može doprineti stvaranju strategije za 
smanjenje transmisije multirezistentnih pneumokoka. 
      Do 2010. godine pacijenti u Srbiji su mogli da kupuju antibiotike u apotekama bez lekarskog 
recepta. U periodu od 1998-2008. godine dnevno definisana doza makrolida na 1000 stanovnika 
(DDD/1000 stanovnika) je u Srbiji porasla sa 1,3 na 5,8 (394). DDD/1000 stanovnika na dan je 
2009. godine iznosila 4,42255 a 2011. godine je porasla na 4,76563 (395). Ovakav porast i 
nekritična potrošnja su posledica uvođenja novijih makrolida kao što su azitromicin i 
klaritromicin, koji se bolje podnose i imaju komforniju, jednodnevnu administraciju. Iako ima 
brojne prednosti u odnosu na eritromicin, zbog dugog poluvremena eliminacije, rizik od nastanka 
rezistencije i ukrštene rezistencije na druge makrolide se povećava 2,7 puta. Kao posledica toga 
selektuju se rezistentni sojevi (396). U Australiji su objavljeni radovi koji ukazuju da je 
prekomerna upotreba azitromicina u cilju eradikacije trahoma povezana sa selekcijom sojeva 
pneumokoka rezistentnih na makrolide izolovanih iz nazofarinksa (397) i iz brisa konjunktive 
(398). 
      Dakle, incidencija rezistencije pneumokoka na makrolide je veoma dinamična pojava. Zbog 
toga je neophodno praćenje incidencije MRSP u Srbiji da bi se ustanovilo da li je došlo do 
promene učestalosti rezistencije pneumokoka na makrolide. Jedino se, na taj način može  
proceniti efekat novosprovedenih mera kontrole propisivanja antibiotika i njihove kupovine. 
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5.2 Fenotipovi i genotipovi rezistencije na makrolide sojeva S. pneumoniae 
     Poznato je da je rezistencija pneumokoka na makrolide najčešće posredovana putem dva 
glavna mehanizma, modifikacijom ciljnog mesta delovanja leka i/ili aktivnim efluksom leka 
(399). Navedeni mehanizmi rezistencije uzrokuju ispoljavanje različitih fenotipova rezistencije. 
Postoje razlike u geografskoj distribuciji mehanizama rezistencije, odnosno MLSb i M 
fenotipova rezistencije pneumokoka (400). 
     Mi smo u našem istraživanju ustanovili da među sojevima pneumokoka rezistentnim na 
makrolide, izlovanim tokom trogodišnjeg (januar 2010-decembar 2012.god) perioda u Srbiji, 
dominira konstitutivni MLSb fenotip. Skoro 80% naših izolata pneumokoka je eksprimiralo 
MLSb fenotip, odnosno ukrštenu rezistenciju na makrolide, linkozamide i streptogramine. Ovi 
sojevi pokazuju visok stepen rezistencije na makrolide, sa vrednostima MIK eritromicina i 
klindamicina iznad 256 µg/ml (401). Slične rezultate su, u skorašnjoj prošlosti, objavili i 
italijanski autori, sa podacima da je 76,5% MRSP izolata sakupljanih u periodu od 1998-2000. 
godine ispoljilo cMLS fenotip (320). Primenom testa dvostruke difuzije, ustanovili smo da je 
među sojevima sa MLS rezistentncijom, 4,6% ispoljio inducibilnu rezistenciju. Kod inducibilnog 
MLS fenotipa vrednosti MIK klindamicina su bile niske (MIK50=0,5 µg/ml), dok je MIK 
eritromicina iznosio ≥ 256 µg/ml. U ovom istraživanju smo koristili test dvostruke disk difuzije, 
koji CLSI standard preporučuje kod beta hemolitičkih streptokoka, ali ne daje smernice za 
pneumokok. Ipak, ovaj test je preporučen od strane EUCAST za detekciju inducibilne 
rezistencije na klindamicin, koji se opisuje kao test antagonizma aktivnosti klindamicina, 
posredovanog eritromicinom. Visoku osetljivost (98,5%) ovog testa u detekciji induciblne MLS 
rezistencije kod pneumokoka su potvrdili i Jorgensen i saradnici, koji su uporedno ispitali test 
dvostruke difuzije, eriromicin – klindamicin bujonski test i PCR za detekciju ermB gena (402). 
Ovi autori ukazuju na značaj primene testa dvostruke difuzije, kojim bi se ispitala inducibilna 
rezistencija na klindamicin, s obzirom da je, kod sojeva sa iMLS, opisan razvoj konstitutivne 
rezistencije, tokom davanja klindamicina. Klindamicin se, u indikovanim slučajevima, koristi u 
lečenju pneumokoknih infekcija, posebno kod osoba alergičnih na penicilin, npr. kao druga ili 
treća linija za terapiju infekcija kostiju i zglobova, akutnog otitisa i sinusitisa, izazavnih ovom 
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bakterijom, a u kombinaciji sa rifampicinom, i kao profilaktička terapija za prevenciju 
pneumokoknog meningitsa u slučaju epidemija (402). 
MLSb fenotip rezistencije pneumokoka na makrolide je predominantan i u Južnoafričkoj 
Republici, kao i u većini evropskih zemalja, kao što su Španija, Italija i Belgija (293, 403-407). 
U Belgiji je cMLSb zastupljen sa 63,6%, iMLSb sa 27,7% a M fenotip kod svega 9,1% (404). U 
Portugalu je među invazivnim MRSP izolatima MLSb fenotip zastupljen kod  67,4%, dok 32,6% 
sojeva ispoljava M fenotip (348). U Sloveniji u periodu od 1998-2007. godine 59% invazivnih 
izolata je ispoljilo cMLSb fenotip, nijedan soj nije imao iMLSb, a 41% izolata je pripadalo M 
fenotipu (342). U zemljama Dalekog istoka je takođe dominantan MLSb fenotip. U Kini je MLSb 
fenotip zastupljen kod 89,2% sojeva, od čega cMLSb kod 85,1% a inducibilini MLSb kod 4,1% 
sojeva, dok je M fenotip zastupljen kod svega 10,8% sojeva (408). U Alžiru svi MRSP sojevi 
pripadaju MLSb (374). U Meksiku dve trećine MRSP sojeva ispoljava MLSb fenotip (409). U 
Australiji takođe dominira MLSb, koji je zastupljen kod 72,9% sojeva MRSP ( 371). 
M fenotip rezistencije je kod naših sojeva pneumokoka bio znatno manje zastupljen (21,5%) 
u odnosu na MLSb fenotip. Sojevi sa M fenotipom su umereno rezistentni na eritromicin i druge 
14-člane i 15-člane makrolide a osetljivi na 16-člane makrolide, linkozamide i streptogramine 
(237, 353). Vrednosti MIK eritromicina kod sojeva sa M fenotipom se kreću od 4 do 32 µg/ml 
(239, 246).  Kod naših MRSP sojeva sa M fenotipom, vrednost MIK50 eritromicina je iznosila 4 
µg/ml, dok je vrednosti MIK50 klindamicina bila u kategoriji osetljivih, što odgovara podacima iz 
literature (320). M fenotip je predominantno zastupljen u SAD i Kanadi, sa prevalencijom koja 
se kreće od 41% do 85% (240, 398, 352). U Argentini čak 76,9% sojeva ispoljava M fenotip 
(367). M fenotip je takođe dominantan u nekim evropskim zemljama kao što su Velika Britanija 
(327), Norveška (355) i Nemačka (410). U Nemačkoj je devedesetih godina došlo do promene 
dominacije fenotipa. Naime, od 1992-1995. godine je dominirao MLSb fenotip, da bi od 
1996.godine M fenotip postao zastupljeniji (321). U Grčkoj je M fenotip zastupljen kod 52,6% 
sojeva, cMLS kod 28,9% a iMLS kod 18,4% sojeva pneumokoka (411). 
     Dobijeni rezultati ukazuju da se kod MRSP sojeva izolovanih u našoj sredini, ne bi mogla 
primenjivati empirijska terapija sa 14, 15 i 16-članim makrolidima, linkozamidima i 
streptograminima. Nekoliko studija je pokazalo povezanost rezistencije na makrolide sa 
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terapijskim neuspehom. Sprovedena je studija koja je obuhvatila pacijente sa pneumokoknom 
infekcijom, praćenom bakterijemijom, koji su lečeni makrolidima, u 4 bolnice u Španiji, tokom 
1989-2000. godine. Rezultati su pokazali da se češće razvija pneumokokna bakterijemija 
prilikom terapije makrolidima među pacijentima kod kojih je izolovan pneumokok rezistentan na 
makrolide, te da je rezistencija na makrolide detektovana in vitro, klinički relevantna (412). To je 
argument koji govori protiv empirijske upotrebe makrolida u terapiji pneumokokne pneumonije 
u zemljama sa visokom rezistencijom na makrolide (413). 
    U osnovi rezistencije pneumokoka na makrolide postoje tri različita genotipa: mefA, ermB 
i kombinovani ermB i mefA genotip. Dok se mefA genotip fenotipski ispoljava kao tzv.M fenotip, 
dotle je ermB, kao i kombinovani ermB i mefA genotip eksprimiran kao MLS fenotip. Kao i kod 
fenotipova, prevalencija genotipova ermB i mefA koji kodiraju rezistenciju pneumokoka na 
makrolide značajno varira među državama. U našem istraživanju je analiza gena rezistencije 
pokazala da je ermB gen, koji kodira metilaciju 23S rRNK prisutan kod većine (78,5%) sojeva. 
Ustanovljeno je da kod naših MRSP sojeva postoji visoko statistički značajna povezanost između 
genotipova i fenotipova rezistencije na makrolide. Naime, kod svih naših sojeva sa MLSb 
fenotipom je dokazano prisustvo ermB gena, što je u skladu sa podacima iz literature  (320, 414). 
Istovremeno, svi naši sojevi sa M fenotipom poseduju mefA gen, što se, takođe, podudara sa 
literaturnim podacima (320, 414). Vrednost MIK50 eritromicina kod MLS/ermB pozitivnih 
izolata je bila MIK50≥256 µg/ml, dok je kod M/mefA sojeva znatno niža – 4 µg/ml. Očekivano, i 
vrednosti MIK90 eritromicina, odnosno vrednosti MIK eritromicina koje su zabeležene kod 90% 
ispitivanih sojeva su bile znatno veće kod MLS/ermB (≥256 µg/ml) u odnosu na M/mefA (12 
µg/ml) izolate pneumokoka. Slične rezultate su dobili i drugi istraživači (408). Slovenački autori 
su objavili da su vrednosti MIK50 eritromicina kod ermB pozitivnih izolata pneumokoka ≥256 
µg/ml, dok su se kod mefA pozitivnih izolata ove vrednosti kretale od 2 do 32 µg/ml (342).  
ErmB gen je najraširenija determinanta makrolidne rezistencije kod pneumokoka širom sveta 
(222, 314). U Evropi je visoka prevalencija ermB gena prisutna u Belgiji (91%), Francuskoj 
(90%), Mađarskoj (82%), Poljskoj (80%), dok je u Sloveniji i Italiji oko 55%. U Španiji je 
takođe dominantan gen rezistencije ermB, koji je prisutan kod 74,3% MRSP sojeva, dok je 
prisustvo samo mefA gena detektovano kod 7,7% MRSP sojeva (414). U Bugarskoj je ermB gen 
prisutan kod 56,7% rezistentnih sojeva (415). U Rusiji je ermB gen zastupljen kod 54% MRSP, 
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dok 13% sojeva nosi samo mefA gen rezistencije (376). U pojedinim latinoameričkim zemljama, 
kao što je Brazil, takođe dominira ermB gen (368). U nekim azijskim zemljama, kao što je Liban, 
ermB gen je prisutan kod čak 85,3% sojeva pneumokoka rezistentnog na makrolide (373). 
Visoka prevalencija ermB gena se sreće i u zemljama Dalekog istoka. Prema podacima ANSORP 
studije, u azijskim zemljama 49,2% MRSP nose samo ermB gen, 19,6% sojeva poseduje samo 
mefA gen, dok 29,6% sojeva ima oba gena rezistencije. Visok procenat izolata koji nose samo 
ermB gen je prisutan u Šri Lanki (73,3%), Japanu (63,3%) i Vijetnamu (56,9%).  
MefA gen, koji kodira aktivni efluks leka (240) je prevalentna determinanta makrolidne 
rezistencije u SAD (66%), Kanadi (51%) (364), Nemačkoj (63,5%), ali i u Grčkoj, Finskoj, 
Irskoj i Velikoj Britaniji (416, 321). Veoma visok procenat sojeva koji nose mefA gen je prisutan 
u Indiji (75%) (417). Zapaženo je, međutim, da je MIK eritromicina kod sojeva koji poseduju 
mefA gen proslednjih  godina u porastu širom sveta, što se dovodi u vezu sa povećanom 
upotrebom makrolida. 
Sojevi pneumokoka mogu da sadrže i oba gena rezistencije istovremeno, i ermB i mefA. U 
našem istraživanju dvojni mehanizmi rezistencije su detektovani kod čak 43,9% sojeva 
rezistentnih na makrolide, što ukazuje na visoku prevalenciju sojeva sa dualnim genotipom 
rezistencije u Srbiji. Svi sojevi kod kojih je detektovano prisustvo oba gena rezistencije su 
ispoljili MLSb fenotip, što se slaže sa podacima iz literature (246, 414, 418). Poslednjih godina 
broj sojeva koji nose oba gena rezistencije je u porastu širom sveta. U SAD je u razdoblju od 
1996-1997. godine prevalencija takvih sojeva iznosila 7% (419). Na veliki značaj dualnog 
genotipa kod MRSP je ukazano 1999. godine u Južnoj Africi, gde je dokazano da čak 31% 
pneumokoka rezistentnih na makrolide nosi oba gena rezistencije (406). Globalna prevalencija 
ovakvih sojeva se skoro udvostručila u petogodišnjem periodu, sa 7% koliko je iznosila 1999. 
godine (416) je dostigla 12% 2004. godine (420). U Španiji je istovremeno prisustvo ermB i 
mefA gena dokazano kod 17,9% izolata (414). Zemlje sa visokom prevalencijom dvojnih 
mehanizama rezistencije na makrolide kod pneumokoka su Južnoafrička Republika, Rusija 
(31%) i Australija (222, 376). Prema podacima ANSORP studije, porast prevalencije sojeva 
pneumokoka koji eksprimiraju oba gena rezistencije je posebno izražen u azijskim zemljama. 
Tako je npr. u Hong Kongu, prevalencija ovih sojeva porasla sa 8,9%, koliko je iznosila 2000-
2001. godine, na 26,4% tokom 2008-2009. godine. Na Tajvanu 2000-2001. godine nije bilo 
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sojeva sa oba gena rezistencije, da bi tokom 2008-2009. godine njihova prevalencija dostigla 
21,4%. U Koreji je u istom periodu zabeležen porast sa 38,6% na 43,3% (375, 421). Na Novom 
Zelandu 62,1% izolata nosi oba gena rezistencija (418). U SAD je zabeležen porast prevalencije 
izolata sa dvojnim mehanizmima rezistencije sa 9,7% tokom 2000-2001. godine na 16,4% tokom 
2002-2003. godine (422). Danas, čak četvrtina izolata u SAD nose oba gena (360). Većina sojeva 
koji nose oba gena rezistencije ispoljava multirezistentni fenotip i klonalno su povezani te je 
njihovo širenje zabrinjavajuće (356, 406). Naime većina sojeva sa dvojnim mehanizmima 
rezistencije pripada klonalnom kompleksu Taiwan19F-14, koji je globalno rasprostranjen (222, 
356, 358, 406). Zabrinjavajuća je i činjenica da se ovakvi sojevi češće izoluju kod dece uzrasta 
do 2 godine, što povećava rizik od terapijskog neuspeha u toj uzrasnoj grupi. Zemlje kod kojih, 
za sada, nisu detektovani sojevi koji nose oba gena rezistencije su Belgija, Švedska, Francuska i 
Argentina (356). Efikasan horizontalni transfer ermB ili mefA gena rezistencije među sojevima 
pneumokoka može doprineti održavanju visokog nivoa rezistencije na makrolide. 
Kod svih sojeva MRSP iz naše kolekcije je dokazano prisustvo jednog ili oba gena 
rezistencije. Iako nije ispitano prisustvo ribozomalnih mutacija, fenotipske karakteristike 
sugerišu da one nisu prisutne. U razdoblju od 2001-2003. godine prema podacima evropske 
multicentrične studije “PneumoWorld Study”, prevalencija ribozomalnih mutacija među 
izolatima pneumokoka rezistentnim na makrolide je iznosila svega 1% (423). Studija je 
obuhvatila osam zemalja, a imala je za cilj da ispita osetljivost sojeva pneumokoka iz Latinske 
Amerike i Evrope. Početkom dvehiljaditih je zastupljenost ribozomalnih mutacija među MRSP u 
Holandiji iznosila 5% (424) a u Belgiji 0,4% (425). Istraživanje sprovedeno tokom 1999-2000. 
godine u 10 zemalja centrale i istočne Evrope (Poljska, Litvanija, Slovenija, Mađarska, Latvija, 
Rumunija, Bugarska, Hrvatska, Slovačka i Češka Republika) su dala podatak da oko 15% 
eritromicin-rezistentnih izolata nose mutacije na ribozomalnom proteinu L4 (254). U SAD su 
tokom 1999-2000.godine ribozomalne mutacije bile zastupljene kod 6,5% (251) MRSP. 
Rezultati CROSS studije su pokazali da su u Kanadi u periodu od 1998-2004.god  ribozomalne 
mutacije nađene kod 4% izolata (426). 
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5.3 Osetljivost MRSP sojeva na penicilin  
      Od samog uvođenja u terapiju 1940. godine, penicilin G je bio lek izbora u lečenju 
pneumokoknih infekcija (311). Već tada je primećena pojava rezistencije na penicilin među 
laboratorijskim mutantima pneumokoka (308). Tek se 20 godina kasnije javljaju prvi klinički 
sojevi pneumokoka kod kojih se zapaža porast vrednosti MIK penicilina, u Bostonu, SAD (427). 
Prvi penicilin neosetljivi soj pneumokoka je izolovan 1967. godine u Australiji (218, 312). 
Nakon toga dolazi do pojave rezistencije pneumokoka na penicilin u mnogim delovima sveta. U 
SAD prvi PNSP je izolovan 1974. godine (428).  
     Interesantno je da su prvi sojevi pneumokoka rezistentni na penicilin, ali i druge antibiotike, u 
to vreme izolovani i u našoj zemlji. Već je 1977. godine u Beogradu kod pedijatrijskih pacijenata 
je izolovano 38 invazivnih i neinvazivnih sojeva pneumokoka koji su istovremeno bili rezistentni 
na penicilin, eritromicin i linkomicin, ali osetljivi na hloramfenikol (429). Autorke Mraović M. i 
Laban J. su pokazale da je vrednost MIK penicilina kod većine sojeva bila visoka i iznosila je do 
4 µg/ml (429). Krajem osamdesetih godina prošlog veka je u Beogradu kod deteta obolelog od 
bakterijskog meningitisa izolovan soj pneumokoka serotipa 23F, koji je bio rezistentna na 
penicilin i hloramfenikol (430). Početkom 1990-tih su Opavski i saradnici ukazali na visok 
procenat sojeva pneumokoka koji su ispoljavali smanjenu osetljivost na penicilin (40%) u Srbiji 
(431). Sojevi su pokazivali vrednost MIK50 penicilina od 0,25 µg/ml. Istraživanja sprovedena u 
Srbiji sredinom devedesetih su pokazala da kod pneumokoka dolazi do porasta rezistencije na 
penicilin. Naime, rezultati istraživanja sprovedenog na Vojno medicinskoj akademiji u Beogradu 
među 114 sojeva pneumokoka, izolovanih pretežno od odraslih osoba, su pokazali da je 44% 
sojeva imalo smanjenu osetljivost na penicilin, od čega je 11% sojeva imalo vrednostima MIK 
penicilina preko 1,5 µg/ml (432). U periodu 1999-2003. godine i 2005-2006. godine u Zavodu za 
zdravstvenu zaštitu u Nišu je ispitano 523 izolata pneumokoka, različitog porekla, većinom 
izolovanih od dece mlađe od 15 godina. U prvom ispitujućem periodu je prevalencija PNSP 
iznosila 68% (21% R , 47% I), a u drugom  periodu čak79% (27% R , 52% I) (433). 
    Sedamdesetih i osamdesetih godina prevalencija rezistencije S.pneumoniae na penicilin prelazi 
10% u mnogim delovima sveta, uključujući Španiju, SAD, Novu Gvineju, Južnu Afriku, Izrael i 
Doktorska disertacija 
 
75 
 
Poljsku (313). To je vodilo ozbiljnim terapijskim problemima, naročito u lečenju pneumokoknog 
meningitisa. 
    Devedesetih godina neosetljivost pneumokoka na penicilin je, na globalnom nivou, dostigla 
37%, od čega je 23% sojeva bilo potpuno rezistentno (314). Aleksandar projekat je pokazao 
porast rezistencije na penicilin u mnogim delovima sveta. U SAD u desetogodišnjem periodu 
(1992-2001.god) rezistencija je porasla sa 5,6% na 20,4%, u Španiji sa 24,9% na 31,2%, i u 
Francuskoj sa 7,7% na 35,8% (354).U periodu od 2001-2004. godine najviša prevalencija PNSP 
je zabežena na Dalekom istoku i Južnoafričkoj Republici sa vrednostima preko 70% (314).  
    Nakon uvođenja konjugovane pneumokokne vakcine početkom dvehiljadite godine, dolazi do 
postepenog smanjenja zastupljenosti rezistencije na penicilin. Prema podacima PROTEKT US 
studije koja je obuhvatila 39 495 izolata pneumokoka od pacijenata sa vanbolničkom 
pneumonijom u SAD u periodu od 2001-2004. godine, dolazi do postepenog pada rezistencije 
pneumokoka na penicilin sa 26,3% na 16,5%. Sa druge strane, zapažen je porast prevalencije 
multirezistentnih sojeva (356). 
     Prema podacima španske referentne laboratorije, u periodu od 1999-2008. godine 
zastupljenost PNSP pregresivno opada sa 33,9% na 22,3%. Pad zastupljenosti PNSP je naročito 
zabeležen u periodu 2005-2008. godine, što je povezano sa uvođenjem PCV7 vakcine za decu 
(434). 
     Podaci ABCs programa (engl. The Active Bacterial Core Surveillance) ukazuju da je u SAD 
2007. godine neosetljivost S.pneumoniae na penicilin iznosila 25,6%, da bi 2008. godine pala na 
24,8% a već 2010. godine na 10,6% (329). 
      Na izveštavanje o osetljivosti pneumokoka na penicilin su uticale promene u graničnim 
vrednostima. Prema starim graničnim vrednostima, soj pneumokoka se smatrao osetljivim 
ukoliko mu je vrednost MIK penicilina iznosila ≤0,06 µg/ml, bez obzira na vrstu materijala iz 
kojeg je soj izolovan i način davanja leka. Uprkos porastu rezistencije pneumokoka na penicilin 
u mnogim delovima sveta, zapažen je nedostatak korelacije između rezistencije in vitro sa 
kliničkim odgovorom kod ne-meningealnih pneumokoknih infekcija (435). Zbog toga je CLSI 
2008.godine objavio nove granične vrednosti koje definišu kategoriju osetljivosti pneumokoka 
na penicilin. Stare granične vrednosti za penicilin su bile bazirane na koncentraciji leka koja se 
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postiže u cerebrospinalnoj tečnosti tokom lečenja meningitisa. Međutim, nivo penicilina u 
likvoru predstavlja malu frakciju njegovog nivoa u plazmi ili u alveolama. Soj pneumokoka koji 
je rezistentan na nivo leka dostignut u likvoru, može biti osetljiv kada su u pitanju pneumonije, 
otitisi ili sinuzitisi (436). Nove granične vrednosti su rezultat nagomilanih dokaza o uspešnom 
lečenju pneumokoknih infekcija penicilinom kod izolata koji su imali smanjenu osetljivost in 
vitro (437). Prema novim preporukama, prilikom parenteralne primene penicilina, postoje razlike 
između graničnih vrednosti u zavisnosti da li se radi o izolatima pneumokoka iz likvora, 
izazivačima meningitisa ili iz drugih regija, kada je S.pneumoniae uzočnik infekcija tih organa. 
Kod tih, tzv “ne-meningealnih izolata” pneumokoka, granične vrednosti MIK penicilina su u 
vezi sa dozom antibiotika. Prema revidiranim kriterijumima, soj se smatra osetljivim ako mu je 
vrednost MIK penicilina ≤ 2 µg/ml (daje se doza od 2 mil IU/4h tj. 12 mil. IU/dnevno). Kod 
umereno osetljivih izolata, kada je MIK=4 µg/ml, infekcija se može lečiti sa dozom od 18-24 
mil. IU/dnevno. Soj se smatra rezistentanim kada je vrednost MIK ≥8 µg/ml (437). 
    U slučajevima meningitisa, zadržane su stare, strožije granične vrednosti, te se izolati 
kategorišu kao osetljivi, ukoliko im je MIK ≤0,06 µg/ml, a rezistentni ako je MIK penicilina 
≥0,12 µg/ml) (437). Ove izmene su uticale na izveštavanja o padu rezistencije pneumokoka na 
penicilin. U skladu sa revidiranim CLSI graničnim vrednostima, izveštaji su pokazali veoma 
nisku prevalenciju PNSP među nemeningealnim izolatima (438-440). 
     Kada smo primenili revidirane CLSI kriterijume iz 2013. godine, stopa rezistencije naših 
MRSP sojeva na penicilin je iznosila 16%. Visok nivo rezistencije (MIK penicilina preko 
2µg/ml) je dokazan kod svega 5,82% MRSP sojeva. Slična prevalencija je zabeležena u 
zemljama u regionu, kao što su Hrvatska (16,3%), Bugarska (20%), Slovenija (14,8%) ali i u 
drugim evropskim zemljama, kao što su Poljska (16,4%) i Francuska (17,2) (315). Autorka Gajić 
i saradnici su objavili da Srbija sa stopom od 21% sojeva pneumokoka koji su istovremeno 
rezistentni na penicilin i makrolide, pripada grupi evropskih zemalja sa visokim nivoom 
kombinovane rezistencije (339).  
   Prema podacima ANSORP studije, sprovedene tokom 2008-2009. godine i prilikom korišćenja 
redigovanih kriterijuma CLSI, prema kojima se razlikuju granične vrednosti za „meningealne“ i 
„ne-meningealne“ izolate, u azijskim zemljama je ukupna rezistencija na penicilin iznosila 0,7% 
kod „ne-meningelanih“ izolata i 57,5% kod „meningealnih“ izolata. U poređenju sa ranijom 
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ANSORP studijom sprovedenom u azijskim zemljama u periodu od 1996-2001. godine, dobijeni 
rezultati pokazuju pad prevalencije PNSP. Međutim, ukoliko bi se primenile stare granične 
vrednosti, sadašnji podaci bi ukazali na perzistentnu visoku prevalenciju PNSP u Aziji. 
Korišćenjem revidiranih graničnih vrednosti CLSI za procenu osetljivosti na penicilin je 
ustanovljeno da je prevalencija PNSP ne-meningealnih uzoraka u Kini iznosila 13,2%, a u 
Vijentnamu 0,9%. Meningealni izolati su pokazali daleko viši procenat neosetljivosti na 
penicilin. U Južnoj Koreji je iznosi 83,3% a u Kini  60% (375). 
    U Evropi je, u periodu od 2008-2011. godine primećen trend značajnog opadanja rezistencije 
na penicilin kod pneumokoka u Belgiji, Francuskoj i Španiji, u kojima je registrovano ˂1%, 
27%, odnosno 22% PNSP. Sa druge strane trend signifikantnog porasta neosetljivosti 
S.pneumoniae na penicilin je zabeležen u Bugarskoj (37%), Irskoj (20%) i Luksemburgu (19%) 
(441). U južnoevropskim zemljama je zabeležen viši nivo rezistencije nego u zapadnoevropskim 
zemljama (356). U južnim i istočnim zemljama Mediterana zastupljenost PNSP je idalje bila 
visoka. U proseku je 26% invazivnih izolata pneumokoka bilo neosetljivo na penicilin, sa 
najvišom rezistencijom u Alžiru 44% i Libanu 40% (370). 
   Naši rezultati su pokazali da je zastupljenost rezistencije bila statistički značajno viša među 
invazivnim izolatima (45,8%) u odnosu na neinvazivne (10,8%). Za tumačenje osetljivosti 
invazivnih izolata pneumokoka iz likvora na penicilin se koriste strožiji kriterijumi, što 
objašnjava više nivoe rezistencije kod invazivnih izolata iz likvora. S druge strane, invazivni 
„ne-meningealni“ sojevi od odraslih pacijenata su bili uglavnom osetljivi na penicilin. Nemački 
autori su objavili da je, prilikom korišćenja novih graničnih vrednosti, viši nivo neosetljivosti 
pneumokoka bio prisutan među „meningealnim“ u odnosu na „ne-meningealne“ izolate (442). 
Naši rezultati su pokazali znatno viši stepen rezistencije na penicilin među izolatima dobijenim 
iz likvora (89,47%) u odnosu na izolate dobijene iz krvi (19,2%). Ovako visok stepen 
rezistencije izolata iz likvora u odnosu na izolate dobijene iz krvi je posledica različite 
interpretacije kategorija osetljivosti kod meningealnih izolata, a ne razlika u vrednostima MIK 
penicilina. 
     Brojni invazivni sojevi pneumokoka u slučajevima meningitisa se izoluju upravo kod dece. 
Zbog toga pedijatrijski pacijenti pokazuju značajno viši nivo rezistencije na penicilin nego 
odrasli (339, 443). U našoj studiji su pedijatrijski izolati pokazali veću neosetljivost (17,8%) u 
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odnosu na izolate dobijene od odraslih (10,1%). I druga istraživanja su pokazala da su sojevi 
izolovani od dece rezistentniji na antibiotike od sojeva izolovanih od odraslih (339, 443). 
Primena novih graničnih vrednosti je dovela do smanjenja ukupne rezistencije pneumokoka na 
penicilin, usled brojčane predominacije „ne-meningealnih“ uzoraka. Uticaj izmene interpretacije 
graničnih vrednosti penicilina kod pneumokoka se može videti i na primeru SAD. Naime, 
početkom 2000–ih godina, dok su još korišćene stare granične vrednosti, u SAD je registrovano 
oko 40% sojeva pneumokoka neosetljivih na penicilin (346, 357). Deceniju kasnije, pošto su 
usvojene nove granične vrednosti koje je izbacio CLSI, u SAD je registrovano oko 15% sojeva 
pneumokoka neosetljivo na penicilin (10% umereno osetljivo a svega 5% sojeva visoko 
rezistento) (444, 445). Sličan scenario se ponovio i u Evropi, posle primene revidiranih 
kriterijuma CLSI (446). 
     Krajem 2012. godine je, u nekoliko evropskih zemalja, vodič za ispitivanje antimikrobne 
rezistencije prema CLSI zamenjen vodičem koji preporučuje EUCAST. Prema kriterijumima 
EUCAST definisane su strožije granične vrednosti osetljivosti pneumokoka na penicilin. 
Korištenje kriterijuma EUCAST se odrazilo na izveštavanje o porastu rezistencije pneumokoka 
na penicilin i cefotaksim, a samim tim i na korištenje povećanih doza antibiotika i na povećanu 
upotrebu lekova druge i treće linije u lečenju infekcija respiratornog trakta. Naime, oba korištena 
standarda (CLSI i EUCAST) baziraju svoje granične vrednosti u odnosu na dozu leka i vreme 
davanja leka. Istražujući klinički ishod pneumokokne pneumonije, EUCAST-a predlaže  da se 
koriste više doze intravenskog benzil-penicilina, koje će delovati i na sojeve pneumokoka čija je 
vrednost MIK penicilina ≤ 2 µg/ml. Prilikom korištenja preporuka po EUCAST-u, kriterijumi se 
prilagođavaju dozama penicilina u lečenju pneumonija. Sojevi pneumokoka kod kojih je 
vrednost MIK ≤ 0,5 µg/ml su osetljivi ukoliko se daju niže doze penicilina (1,2 g svakih 4 sata); 
soj čija je vrednost MIK ≤ 1 µg/ml, se smatra osetljivim uz doze penicilina od 2,4 g na svakih 4 
sata. Izolati sa MIK ≤ 2 µg/ml se smatraju osetljivim ukoliko se daju visoke doze penicilina (2,4 
g svakih 6 sati). Uočeno je da trenutne razlike u interpretaciji osetljivosti  za “ne-meningealne 
izolate” pneumokoka, koje postoje između CLSI i EUCAST mogu dovesti do češćeg 
izveštavanja o rezistenciji respiratornih izolata pneumokoka kada se koristi EUCAST ili o 
povećanju doziranja lekova (328). 
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     U našem istraživanju smo se odlučili da rezultate osetljivosti pneumokoka na penicilin 
analiziramo i prema preporukama po EUCAST-u, koje se odnose na slične doze penicilina (2,4g 
4 puta dnevno ili 1,2g 6 puta dnevno prema EUCAST-u i 2 miliona IU 6 puta dnevno po CLSI-
u). U odnosu na takve doze, prema EUCAST-u soj se smatra osetljivim kada je vrednosti MIK ≤ 
1 µg/ml, dok je granična vrednost prema CLSI MIK ≤ 2 µg/ml. Naime, autorka Marchese i 
saradnici su, koristeći navedene granične vrednosti, pokazali malu neusaglašenost u 
kategorizaciji osetljivosti između dva korištena standarda (CLSI I EUCAST). 
     Kada smo u našem istraživanju primenili navedene kriterijume po EUCAST-u, našli smo da 
je među našim MRSP učestalost sojeva neosetljivih na penicilin iznosila 39%, što je znatno više 
u odnosu na CLSI (16%). Kao i u prethodnoj analizi (po CLSI), kategorizacija osetljivosti prema 
kriterijumima EUCAST-a, je pokazala da su pedijatrijski sojevi statistički značajno rezistentniji 
(46,6%) u odnosu na sojeve dobijene od odraslih (15,2%), kao i da je statistički značajno viši 
nivo rezistencije nađen među invazivnim izolatima (54,2%) u odnosu na neinvazivne (36,2%). 
Najviši stepen rezistencije je, i ovde nađen kod sojeva izolovanih u slučajevima meningitisa 
(89,47%). Prema autorki Marchese razlike u interpretaciji osetljivosti pneumokoka na 
antibiotike, koje postoje između CLSI i EUCAST-a su kategorisane kao male („minor“) (1-
˂10%), velike („major“) (10-˂25%) ili veoma velike („very major“) (≥25%) (328). Naši rezultati 
su pokazali da između tumačenja osetljivosti S.pneumoniae na penicilin, kada se koriste različiti 
kriterijumi (CLSI/EUCAST), postoji velika - „major“ (23%) razlika. S obzirom da su granične 
vrednosti prema EUCAST-u strožije, predlaže se korištenje viših doza penicilina od 2,4 g 6 puta 
dnevnom, da bi se delovalo i na sojeve koji ispoljavaju MIK =2 µg/ml. Dakle, na podatke o 
rezistenciji pneumokoka, osim prakse korišćenja antibiotika i sprovođenja vakcinacije, utiču i 
granične vrednosti koje laboratorije koriste u rutinskom radu.  
    Prema poslednjim podacima EARS-Neta iz 2012. godine, zastupljenost invazivnog PNSP u 
Evropi iznosi 11,6%. Najviše vrednosti su zabeležene na Malti (38,9%), u Rumuniji (37,2%) i 
Bugarskoj (28,6%), a najniže u Estoniji (0%), Belgiji (1,5%) i Holandiji (1,5%). Trend porasta 
rezistencije pneumokoka na penicilin je tokom 2009-2012. godine zabeležen u Belgiji, Danskoj, 
Finskoj, Norveškoj i Velikoj Britaniji, dok je značajan pad rezistencije zabeležen u Francuskoj, 
Luksembrugu i Portugalu (315). 
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     Rezistencija pneumokoka na penicilin je često povezana sa rezistencijom na druge klase 
antibiotika, tzv korezistancija. Istovremena rezistencija pneumokoka na makrolide i penicilin 
(MRPNSP) se poslednjih godina sve raširenija širom sveta. Prevalencija takvih sojeva značajno 
varira među državama (314). U periodu od 2003-2005. godine u zemljama Mediterana je 
zapažena visoka prevalencija kombinovane rezistencije na ova dva antibiotika, sa najvišim 
vrednostima u Tunisu 24%, dok je u Egiptu iznosila svega 3% (370). U Španiji je nivo udružene 
rezistencije među pedijatrijskim izolatima varirao između 24% i 35% u periodu od 1997-2003. 
godine. Nakon toga dolazi do značajnog i progresivnog pada udružene rezistencije na 11,5% u 
2008. godini (413). U Kanadi je rezistencija na penicilin MRSP sojeva sakupljenih u periodu 
1998-2008. godine iznosila čak 37,5%, ali treba imati u vidu da je interpretacija kategorija 
osetljivosti bila bazirana na graničnim vrednostima koje CLSI daje za „meningealne“ izolate 
(rezistentni sojevi MIK ≥ 0,12 µg/ml). 
    Prema poslednjim podacima EARS-Neta-a iz 2012. godine zastupljenost udružene rezistencije 
na penicilin i makrolide u Evropi iznosi 8,7%.  Kreće od 0% u Estoniji i Litvaniji do preko 30% 
na Malti (38,9%) i u Rumuniji (32,5%). Tokom 2009-2012. godine je trend značajnog porasta 
MRPNSP sojeva zabeležen u Danskoj, Litvaniji, Norveskoj, Španiji, Švedskoj i Velikoj Britaniji. 
Međutim, u zemljama poput Francuske i Portugala uočen je pad (315).  
5.4 Osetljivost  MRSP sojeva na cefalosporine  
    Rezistencija pneumokoka na cefalosporine treće generacije je relativno retka širom sveta. 
Sojevi PNSP su idalje, uglavnom, osetljivi na treću generaciju cefalosporina, iako su vrednosti 
MIK cefalosporina kod njih više u poređenju sa vrednostima MIK cefalosporina sojeva osetljivih 
na penicilin (277, 447). Neosetljivost na cefalosporine treće generacije je češća u zemljama sa 
visokom prevalencijom PNSP (448, 449).  
     Početkom 90-tih godina su u SAD izolovani prvi sojevi pneumokoka sa visokim nivoom 
rezistencije na cefalosporine (450).  U Kanadi su, međutim, tokom 2002. godine, samo dva, od 
ukupno dve i po hiljade testiranih izolata pneumokoka, bila rezistentna na ceftriakson (451). 
Prema izveštajima IMPACT (engl. Canadian Pediatric Society’s Immunization Program, Active) 
programa sprovedenog u Kanadi u periodu od 1998-2003. godine među pedijatrijskim 
invazivnim izolatima neosetljivost na ceftriakson je iznosila 5% sojeva, a većina tih sojeva je 
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ispoljavala visok stepen rezistencije na penicilin (452). Prevalencija neosetljivosti sojeva 
pneumokoka na cefotaksim, izolovanih od odraslih osoba tokom 2001-2003. godine u osam 
evropskih zemalja se kretala od 5,1-11,1%, dok je prevalencija neosetljivosti na cefuroksim bila 
viša i kretala se između 17,75 i 43,9% (423). 
     U Grčkoj je u periodu od 2004-2006. godine sprovedena nacionalna studija sa ciljem da se 
ispita antimikrobna osetljivost i seroprevalenca pneumokoka kod dece i odraslih. Rezultati su 
pokazali da je 1% sojeva pneumokoka izolovanih od kliconoša uzrasta do 6 godina bilo 
neosetljivo na ceftriakson, dok je među kliničkim izolatima dobijenim od odraslih pacijenata 
neosetljivost na ceftriakson iznosila 5,6% (453). 
     Nakon implementacije konjugovane vakcine, u Španiji je među izolatima iz likvora 
zabeleženo smanjenje učestalosti rezistencije pneumokoka na cefotaksim u odnosu na eru pre 
vakcinacije (21,7% u 2000.god na 10,5% u 2008.god) (434), što govori u prilog pozitivnog 
efekta vakcine na smanjenje rezistencije. Ovakva zapažanja su dali i autori studije sprovedene u 
33 američka medicinska centra. Oni su našli da je neosetljivost pneumokoka na ceftriakson, 
nakon implementacije PCV7, pala sa 14,4% (1999-2000.god) na 5,9% (2004-2005.god) (361). 
    Rezultati SENTRY studije sprovedene u SAD nisu bile u skladu sa gore navedenim, jer su 
pokazali da je nivo neosetljivosti pneumokoka na ceftriakson od 1998. godine porastao sa 3% na 
11,7% u 2011. godini (363). Međutim, većina sojeva je bila umereno rezistentna na ceftriakson, 
a svega 2% visoko rezistentni (359, 454, 455). 
    Treba naglasiti da su promene u izveštavanju osetljivosti pneumokoka na cefalosporine, 
između ostalog, posledica izmena u graničnim vrednostima. Do izmena u graničnim vrednostima 
za cefalosporine (cefotaksim i ceftriakson) prema kriterijumima CLSI je došlo 2002. godine. Od 
tada se razlikuju granične vrednosti za „meningealne“ i „ne-meningealne“ izolate. Kod 
„meningealnih“  izolata soj se smatra osetljivim ukoliko je vrednost MIK ≤ 0,5 µg/ml, umereno 
osetljiv ako je MIK = 1 µg/ml a rezistentan ako je MIK ≥ 2 µg/ml. Kod „ne-meningealnih“ 
izolata soj se smatra osetljivim ukoliko je vrednost ≤ 1 µg/ml, umereno osetljiv ako je MIK = 2 
µg/ml a rezistentan kada je MIK = 4 µg/ml (442). Različite granične vrednosti kod 
„meningealnih“ i „ne-meningealnih“ izolata su prisutne i prema kriterijumima EUCAST. 
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     Prema podacima ANSORP studije, sprovedene tokom 2008-2009. godine u azijskim 
zemljama prosečna neosetljivost na ceftriakson je među „ne-meningealnim“ izolatima iznosila 
8,6% (3,7%  rezistentno) a među „meningelanim“ čak  30,1%, od čega je samo 0,1% bilo visoko 
rezistentno. Neosetljivost „ne-meningealnih“ izolata je u Kini iznosila 19,5% (8% je bilo 
rezistentno) a u Vijetnamu 4,4% (1,8% rezistentno). „Meningealni“ izolati su ispoljili daleko 
veću neosetljivost na cefalosporine treće generacije, te je 40% izolata u Kini bilo u ovoj 
kategoriji (20% je bilo visoko rezistentno), dok je u Vijetnamu taj procenat dostigao vrednost od 
83,3% (ali nije bilo visoko rezostentnih sojeva) (375).   
     Kada smo primenili kriterijume prema CLSI, našli smo da je rezistencija naših MRSP sojeva 
na treću generaciju cefalosporina iznosila 6,5%. Učestalost sojeva neosetljivih na cefotaksim je 
statistički značajno bila veća među invazivnim (25,5%) nego među neinvazivnim izolatima 
(2%).      Treba naglasiti da je najviša vrednost MIK cefotaksima iznosila 2 µg/ml, tako da među 
„ne-meningealnim“ izolatima nije bilo visoko rezistentnih sojeva. Ali je, zbog strožijih 
kriterijuma u proceni osetljivosti„meningealnih“ izolata, nađen visok nivo neosetljivosti na 
cefotaksim u ovoj grupi sojeva, čak 52,63%. 
    Autori iz Portugalije su takođe zapazili da su sojevi neosetljivi na cefotaksim češće zastupljeni 
među izolatima dobijenim iz cerebrospinalne tečnosti nego iz krvi (348). Gajić i saradnici su 
objavili podatak da je u Srbiji 14% invazivnih izolata neosetljivo na treću generaciju 
cefalosporina (cefotaksim i ceftriakson) (339). 
     Kada smo primenili kriterijume po EUCAST-u, našli smo da je 29,4% naših sojeva 
neosetljivo na cefotaksim, što je znatno više u odnosu na neosetljivost dobijenu prilikom 
korištenja CLSI (6,5%). Statistički značajno viši nivo rezistencije na cefotaksim je bio prisutan 
kod dece (34%) u odnosu na odrasle (15%). Kao i prilikom korišćenja kriterijuma po CLSI, našli 
smo da je viši stepen neosetljivosti na cefotaksim bio prisutan među „meningealnim“ izolatima 
(47,36%). Diskrepanca u interpretaciji osetljivosti prilikom korišćenja dva različita kriterijuma, 
CLSI i EUCAST, kod cefotakima je u našem radu iznosila 22,9% i kategorisala se kao velika 
(„major“) diskrepanca. Marchese i saradnici su u njihovom istraživanju diskrepancu u 
interpretaciji osetljivosti kod cefotaksima kategorisali kao minornu (328). 
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5.5 Osetljivost MRSP sojeva na ostale antibiotike 
     Rezistencija sojeva MRSP na teraciklin u našem istraživanju je bila izuzetno visoka i iznosila 
je 81,3%. Tetraciklin je stari antibiotik, koji je, često nekritički, korišćen decenijama unazad. Ima 
širok spektar delovanja, a pokazao se delotvornim protiv pneumokoka. Doksiciklin, koji ima 
najbolje karakteristike među svim tetraciklinima, je bio početkom šezdesetih godina lek izbora u 
lečenju infekcija respiratornog trakta. Istraživanje sprovedeno u “Boston City Hospital” u to 
vreme, je pokazalo da su svi sojevi pneumokoka bili osetljivi na doksiciklin, sa vrednošću MIK50 
= 0,39 µg/ml (456). Rezistencija na tetraciklin se pojavila sredinom šezdesetih godina. U periodu 
1963-1964. godina u Australiji je 25% bolničkih izolata pneumokoka bilo rezistentno na 
tetraciklin. U Engleskoj je 1967. godine 18% bolničkih i 12% ambulantnih izolata pneumokoka 
bilo rezistentno na tetracikline (308, 457). Tokom narednih godina je rezistencija rasla, posebno 
u zemljama istočne Evrope, u kojima su se više nego u ostatku Evrope, koristili stariji antibiotici. 
Tako je u Rusiji 2001. godine više od polovine sojeva pneumokoka, izolovanih od kliconoša 
mlađih od 5 godina, bilo rezistentno na ovaj antibiotik (458). U Evropi se u periodu od 2004-
2005. godine rezistencija pneumokoka na tetracikline kretala oko 20% (459). 
    Prema rezultatima AWARE programa (2008-2010.god) rezistencija pneumokoka na 
tetraciklin u SAD iznosi 24,1% (362). Usled prevelike upotrebe, u nekim zemljama izveštaji o 
rezistenciji pneumokoka pokazuju da je najčešći tetraciklin-rezistentni fenotip (314, 460).  
     Kod naših MRSP izolata smo našli da je statistički značajno više bilo tetraciklin rezistentnih 
izolata u pedijatrijskoj u odnosu na adultnu populaciju, kao i među neinvazivnim  u odnosu na 
invazivne izolate. Rezistencija na tetraciklin je među neinvazivnim izolatima iznosila 84,7%, dok 
je među invazivnim bila 66,7%. Sličan nivo rezistencije MRSP sojeva na tetraciklin od 80,7% su 
našli i španski autori (416). Budući da se determinante rezistencije na tetraciklin mogu naći na 
istom transpozonu kao i ermB gen, rezistencija pneumokoka na tetracikline je često povezana sa 
rezistencijom na makrolide (226). Oba gena rezistencije na eritromicin (ermB i mefA) kao i 
determinanta rezistencije na tetraciklin (tetM) se nalaze na istom transpozonu, Tn2010, koji je 
posebno čest kod multirezistentnih izolata serotipa 19A klonalnog kompleksa 320 (461). 
Zapaženo je da je visok nivo rezistencije na tetraciklin prisutan u zemljama u kojima postoji 
visok nivo rezistencije na makrolide, posredovane ermB genima (462, 463). Ovako visoka 
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rezistencija naših sojeva na tetraciklin od 81,3% se može objasniti činjenicama da je u Srbiji 
prisutan visok nivo rezistencije na makrolide, da su svi sojevi u našem istraživanju rezistentni na 
makrolide, kao i da je ermB gen dominantna determinanta makrolidne rezistencije kod nas. 
Takođem i povećana upotreba tetraciklina može uticati na povećanje rezistencije na makrolide 
(464). Glicilciklini, kao što je tigeciklin, su noviji tetraciklini koji bi mogli da budu uspešni u 
lečenju infekcija uzrokovanih respiratornim patogenima, uključujući pneumokok (465). Zbog 
dobre penetracije u plućno tkivo, pokazao se efikasnim u lečenju hospitalizovanih pacijenata sa 
vanbolničkom pneumonijom (466). Američka Agencija za hranu i lekove (engl. Food and Drug 
Administration, FDA) je 2009.godine odobrio upotrebu tigeciklina u lečenju vanbolnički 
stečenih bakterijskih pneumonija (engl. Community acquired bacterial pneumonia, CABP) 
uzrokovanih sojevima S.pneumoniae, koji su osetljivi na penicilin. Davanje ovog antibiotika se 
preporučuje kod pacijenata alergičnih na penicilin. Mulitcentrična randomizovana studija 
sprovedena na području SAD, Kanade, Evrope, Azije i južne Afrike, sa ciljem da se uporedi 
efikasnost tigeciklina sa levofloksacinom kod hospitalizovanih pacijenata sa CAP, je pokazala 
sličnosti u efikasnost ta dva leka, ali i bolji ishod kod pacijenata sa komorbiditetima koji su 
lečeni tigeciklinom (467). Naše ispitivanje nije uključilo testiranje MRSP na tigeciklin. Međutim 
rezultati globalne TEST studije (engl. Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial) sprovedene 
u 560 centara Severne Amerike i Evrope u periodu od 2004-2012. godine na 14438 sojeva 
pneumokoka su pokazali da je 99,9% sojeva pneumokoka osetljivo na tigeciklin (465). 
    Mi smo, u našem istraživanju, našli da su MRSP sojevi u visokom procentu (74,3%) bili 
rezistentni na trimetoprim-sulfametoksazol Statistički značajno je bila prisutna veća 
zastupljenost rezistentnih izolata u dečijoj populaciji (79,2%) u odnosu na odrasle (56,4%).  
     Trimetoprim-sulfametoksazol je kombinacija dva leka koji su se kasnih šezdesetih godina 
dosta koristili za lečenje pneumokoknih infekcija, naročito kod dece, zbog efikasnosti i niske 
cene. Rezistencija na trimetoprim-sulfametoksazol je prvi put zabeležena 1972. godine (308). 
Nešto kasnije, 1986. godine je u Bruklinu uočeno da su izolati pneumokoka koji su bili 
rezistentni na penicilin, takođe ispoljavali rezistenciju i na trimetoprim-sulfametoksazol (468). 
Nakon toga dolazi do značajnog porasta rezistencije pneumokoka na ovu kombinaciju lekova u 
pojedinim delovima sveta. Nešto kasnije je u SAD zabeležena rezistencija pneumokoka na 
trimetoprim-sulfametoksazol, izolovanog od 30% zdrave dece iz dnevnog boravka. Najviša 
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prevalencija rezistencije pneumokoka na trimetoprim-sulfametoksazol, od oko 50% je 
zabeležena u Africi kod pacijenata sa HIV infekcijom, a čak preko 60% u delovima Azije (469, 
470). Smatra se da su širenje i selekcija klonova S.pneumoniae rezistentnih na trimetoprim-
sulfametoksazol posledica prekomerne upotrebe ovog antibiotika u lečenju zapaljenja srednjeg 
uha kod dece (471), kao i njegova profilaktička upotreba kod odraslih pacijenata sa AIDS-om 
(472). Takođe je zapaženo da je upotreba fansidara u lečenju falciparum malarije u Africi dovela 
do porasta rezistencije pneumokoka na trimetoprim-sulfametoksazol (473). Naime, fansidar 
(sulfadoksin/pirimetamin) ima slične mehanizme delovanja (analog PABA/inhibicija sinteze 
tetrahidrofolne kiseline) i mehanizme rezistencije kao i trimetoprim-sulfametoksazol. 
Rezistencija je uzrokovana alteracijama vezanim za dihidrofolat reduktazu i dihidropteroat 
sintetazu, enzime koji su odgovorni za sintezu folne kiseline (298, 299). Alteracije DHFR i 
DHPS gena koji kodiraju enzime nastaju kao posledice mutacija na hromozomima ili sticanjem 
egzogenih gena (474, 475). Ukrštena rezistencija dovodi do selektivnog pritiska i stvaranja 
rezistentnih mutanti pneumokoka. 
     Devedesetih godina je zabeležen izuzetan porast rezistencije pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol u SAD. 1992. godine je rezistencija iznosila 8%, da bi 2001. godine dostigla 
28,5% (354). Kao i u slučaju tetraciklina, rezistencija pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol je bila znatno veća u zemljama istočne u odnosu na zapadnu Evropu. U Rusiji je 
tokom 2001-2002. godine zabeležena vrlo visoka rezistencija, od 65% među decom mlađom od 
5 godina iz kolektiva kao što su dnevni boravci i sirotišta (458). Našto kasnije, u periodu od 
2009-2013. godine je među dečijim izolatima u Rusiji, rezistencija na trimetoprim-
sulfametoksazol neznatno opala i iznosila 57% (376).  U zemljama zapadne Evrope u periodu od 
2004-2005. godine je rezistencija pneumokoka na trimetoprim-sulfametoksazol iznosila 26,7% 
(459). Slična situacija je bila i u SAD, gde je rezistencija pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol 2010. godine iznosila 22,4% (329). U periodu od 1995-2002. godine u Torontu, 
Kanada, je sprovedena prospektivna kohort studija na 3339 pacijenata sa, u okviru koje su 
identifikovani faktori rizika za sticanje rezistencije pneumokoka na trimetoprim-
sulfametoksazol. Utvrđeno je da su to ranija upotreba trimetoprim-sulfametoksazol, azitromicina 
i penicilina (390). Prema rezultatima ANSORP studije (2008-2009.god) rezistencija na 
trimetoprim-sulfametoksazol u azijskim zemljama je iznosila 74,3% Najviša rezistencija 
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pneumokoka na trimetoprim-sulfametoksazol je bila prisutna u Indiji sa 91,3% visoko 
rezistentnih sojeva (375). 
     Nakon široke primene konjugovane vakcine PCV7, dolazi do pada rezistencije pneumokoka 
na trimetoprim-sulfametoksazol, budući da su vakcinalni serotipovi pneumokoka bili 
najrezistentniji na ovaj lek. 
     Visok procenat (66,1%) naših MRSP sojeva pripada kategoriji multurezistentnih. Oni su  
ispoljavali udruženu rezistenciju na tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol (multirezistentni 
sojevi, engl. Multi-drug-resistant, MDR). Zastupljenost multirezistentnih sojeva je bila statistički 
značajno veća u pedijatrijskoj populaciji, kao i kod sojeva sa MLS fenotipom rezistencije na 
makrolide (73,1%), u odnosu na M fenotip (36,7%), što se objašnjava istvremenim sticanjem 
determinantni rezistencije. Naime, ermB gen rezistencije na eritromicin se može naći na istim 
transpozonima sa genima rezistencije na druge antibiotike (npr. tetM) i prenositi zajedno 
procesima konjugacije. Istovremenu rezistenciju na penicilin, tetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol je ispoljilo 15,6% sojeva a na amoksicilin, tetraciklin i trimetoprim-
sulfametoksazol 22%. 
     Zastupljenost multirezistentnih sojeva pneumokoka od čak 82% su opisali španski autori 
(319). Najviša prevalencija multirezistentnih sojeva je prisutna na Dalekom istoku, u Kini 
83,3%, Vijetnamu 75,5%, Južnoj Koreji 63,9% i Hong Kongu 62,2%. U Rusiji je u periodu 
2009-2013. godina zastupljenost MDR sojeva među dečijim izolatima iznosila 22% (376) a u 
azijskim zemljama 59,3%. Kao i u našem istraživanju, i druga istraživanja su pokazala da su 
multirezistentni sojevi češće zastupljeni među neinvazivnim izolatima u odnosu na invazivne 
(375). 
    Sa druge strane, ohrabrujuća je činjenica da su svi ispitivani sojevi bili osetljivi na 
vankomicin, linezolid, moksifloksacin, sparfloksacin, pristinamicin i rifampicin. Takođe u 
veoma visokom procentu je bila prisutna osetljivost sojeva MRSP na imipenem (97,3%), 
levofloksacin (99,6%) i telitromicin (98,4%). 
    Usled porasta rezistencije pneumokoka na penicilin i makrolide, fluorohinoloni i telitromicin 
se preporučuju za empirijsko lečenje pneumonija kod odraslih pacijenata. Takozvani 
„respiratorni“ hinoloni, koji pripadaju novijim generacijama fluorohinolona, npr. levofloksacin i 
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moksifloksacin su aktivniji protiv pneumokoka u poređenju sa starijim generacijama ovih lekova 
(ciprofloksacin i ofloksacin) (476). Međutim, njihova povećana i neadekvatna upotreba je 
vremenom dovela do pojave rezistencije pneumokoka i do terapijskih neuspeha u lečenju 
pneumokoknih infekcija. Porast rezistencije pneumokoka na ove antibiotike je zabeležen u 
Kanadi i Španiji (477, 478). Rezistencija na fluorohinolone u Kanadi je 1997. godine iznosila 
manje od 1%, 2005. godine je porasla na 4,2% a već 2006. godine je iznosila 7,3% (284, 479, 
480). U Evropi je sprovedena multicentrična studija u periodu od 2004-2005. godine koja je 
obuhvatila pacijente sa vanbolnički stečenim infekcijama respiratornog trakta. Studija je 
pokazala nizak nivo rezistencije na hinolone u većini evropskih zemalja. Najviša rezistencija je 
zabeležena u Italiji 7,2%. U Španiji je 2006. godine rezistencija iznosila 2,3%. U Hrvatskoj 
rezistencija pneumokoka iznosi 4% (481). Prema podacima EARS-a iz 2012. godine rezistencija 
na hinolone u Evropi iznosi 5,2% (315). Zemlje u kojima je upotreba antibiotika ograničena, kao 
što je Nemačka, pojava rezistencije na hinolone nije zabeležena (482). 
    Prema podacima SENTRY studije u SAD je 2011. godine svega 1,2% sojeva pneumokoka 
bilo rezistentno na levofloksacin, moksifloksacin ili gemifloksacin (483, 363). Čak ni među 
zamenjenim serotipovima kao što su 19A, 35B i 11A, rezistencija pneumokoka na ciprofloksacin 
ne dostiže 2% (484, 485). Rezistencija na gatifloksacin je približna rezistenciji na levofloksacin, 
dok je rezistencija na moksifloksacin obično niža, zbog njegovog većeg potencijala u dejstvu 
protiv pneumokoka (486). 
    Tokom 2009. i 2010. godine sprovedena je studija na azijskom kontinentu, kojom je utvrđeno  
da je najviši nivo rezistencije pneumokoka na novije hinolone 4% (487). Pojedina područja, kao 
npr. Hong Kong, beleže nešto više nivoe rezistencije od 13% (488, 489). 
    Rezultati našeg ispitivanja pokazuju da je osetljivost naših izolata na „respiratorne“ hinolone 
bila izuzetno visoka (levofloksacin 99,6%, moksifloksacin 100%, sparfloksacin 100%) i da je 
njihova osetljivost bila viša u odnosu na stariju generaciju hinolona, kao što je ofloksacin 
(68,8%). Dobijeni podaci ukazuju na to da se noviji fluorohinoloni, mogu koristiti u lečenju 
pneumokoknih infekcija kod odraslih u Srbiji. Izuzetno visoka osetljivost sojeva pneumokoka 
izolovanih u Srbiji na ove lekove je od velikog značaja, s obzirom na činjenicu da se noviji 
fluorohinoloni mogu upotrebljavati u lečenju infekcija izazvanih sojevima MRSP kod pacijenata 
alergičnih na penicilin. Multicentrična studija, sproveden početkom 2000-tih godina na odraslim 
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hospitalizovanim pacijentima sa pneumonijom je pokazala bolju efikasnost levofloksacina u 
poređenju sa tretmanom ceftriaksonom u kombinaciji sa makrolidima (489). Studije koje su 
pratile efekte delovanja drugih „respiratornih“ hinolona (moksifloksacin i gemifloksacin), su 
pokazale njihovu uspešnost u 90% slučajeva (491-493). Sprovedena su brojna istraživanja u 
kojima se u lečenju akutne egzacerbacije hroničnog bronhitisa (AEHB) poredio efekat delovanja 
cirpofloksacina (494), levofloksacina (495) i moksifloksacina (496) sa drugim lekovima koji se 
koriste u terapiji AEHB (cefuroksimom, amoksilinom sa klavulanskom kiselinom ili 
klaritromicinom). Pokazalo se da je terapija fluorohinolonima u trajanju 5 do 7 dana davala isti 
efekat u poređenju sa navedenim lekovima u lečenju AEHB. Faktori rizika za sticanje 
rezistencije na hinolone su ranija upotreba hinolona, smeštaj u domove i bolnice (497). Sojevi 
pneumokoka rezistentni na fluorohinolone se mnogo češće izoluju od starijih osoba i od 
pacijentima koji boluju od hroničnih oboljenja pluća (489).  
    Pojava rezistencije pneumokoka na linezolid je, za sada, izuzetno retka (267, 301, 498, 499). 
Wolter i saradnici su 2005. godine opisali dva klinička izolata pneumokoka sa smanjenom 
osetljivošću na linezolid sa vrednošću MIK =4 µg/ml (301). I rezistencija na kvinupristin-
dalfopristin među Gram pozitivnim kokama je veoma retka. U periodu od 2001-2002. godine 
izolovano je svega 0,02% rezistentnih sojeva pneumokoka čiji je MIK iznosio 4 µg/ml (302). 
Rezistencija pneumokoka u ovom trenutku, na kvinupristin-dalfopristin je izuzetno retka (1,1%) 
Međutim prevalencija neosetljivih sojeva pneumokoka je daleko veća među pacijenima sa 
srpastom anemijom (30%) (500). Treba naglasiti da je kod pacijenata sa srpastom anemijom 
prisutan 600 x veći rizik da obole od IPB u odnosu na ostalu populaciju (501). Naši rezultati su 
pokazali veoma visok procenat osetljivosti izolata pneumokoka na kvinupristin-dalfopristin 
(98,8%). Međutim, bez obzira na rezultate in vitro osetljivosti na streptogramine (VITEK), 
podaci o čestoj MLS rezisitenciji među našim izolatima pneumokoka ukazuju na mogućnost 
ukrštene rezistencije na njih. Ovi lekovi još uvek nisu u upotrebi u Srbiji. 
    Svi sojevi MRSP u našem istraživanju su bili osetljivi na telitromicin. Visoka osetljivost 
pneumokoka na telitromicina je verovatno posledica toga što pomenuti antibiotik nije prisutan na 
tržištu u Srbiji. Telitromicin je ketolid koji je razvijen sa ciljem da se prevaziđe rezistencija 
pneumokoka na makrolidne antibiotike. Studija sprovedena u periodu 1999-2000. godine, koja je 
obuhvatila 10 zemalja centralne i istočne Evrope, je pokazala da je u Hrvatskoj, gde je prisutna 
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visoka prevalencija MRSP, 99,8% sojeva pneumokoka osetljivo na telitromicin (254). Prema 
izveštaju globalnog PROTEKT projekta u četvorogodišnjem periodu (2001-2004.god), 
rezistencija na telitromicin je iznosila 0,1%, a sojevi su pokazali nizak nivo rezistencije (502). 
Nekoliko studija sprovedenih u različitim državama ukazuju da je prevalencija rezistencije u 
periodu 2005-2006. godine na globalnom nivou ispod 1% (314, 502, 503). Sa druge strane 
izveštaji Hsueh-a i saradnika nam daju podatak da je prevalencija rezistencije pneumokoka na 
telitromicin na Tajvanu 2001. godine iznosila 16% (504). Većina izolata pneumokoka sa 
smanjenom osetljivošću na telitromicin je imala vrednost MIK eritromicina >256 µg/ml. Taj 
podatak sugeriše na prisustvo ermB gena rezistencije u genomu sojeva rezistentnih na 
telitromicin. Tajvan je zemlja sa veoma visokom prevalencijom rezistencije pneumokoka na 
makrolide, oko 85% (375). Istraživanje sprovedeno na u ovoj zemlji u periodu 2008-2012. 
godina je dalo podatak da je 5,4% invazivnih sojeva pneumokoka bilo neosetljivo na telitromicin 
(505). I druge studije su pokazale postojanje rezistencije pneumokoka na telitromicin (268, 506). 
Telitromicin se preporučuje za lečenje zapaljenja srednjeg uha, sinuzitisa, AEHB i pneumonije 
kod odraslih pacijenata, ali ne i kod dece. Efekat lečenja vanbolničke pneumonije telitromicinom 
se pokazao jednakim kao i efekat lečenja amoksicilinom ili klaritromicinom (507, 508). 
    Još uvek nije ustanovljeno postojanje rezistencije pneumokoka na vankomicin. Međutim 
opisani su sojevi tolerantni na vankomicin (509-513). Tolerantni sojevi su sposobni da izbegnu 
liziranje i uništenje od strane leka, ali mehanizmi rezistencije nisu poznati (509, 513). Zabeležen 
je porast stope smrtnosti pacijenata sa meningitisom uzrokovanim sojevima pneumokoka koji su 
tolerantni na vankomicin (512).  
    Rifampicin može da se koristi u kombinaciji sa vankomicinom ili cefalosporinima u lečenju 
meningitisa uzrokovanog penicillin rezistentnim pneumokokom (202). Takođe se koristi u 
terapiji tuberkuloze i rezistentnih stafilokoknih infekcija (514). Prevalencija rezistencije na 
rifampicin među izolatima pneumokoka je mala i kreće se od 0,1 do 1,5% (515). Svi naši sojevi 
su bili osetljivi na rifampicin. 
   Hloramfenikol se decenijama koristio u empirijskoj terapiji akutnog bakterijskog meningitisa. 
Rezistencija na hloramfenikol je češća među PNSP sojevima i 2003. godine u Španiji je iznosila  
21% (516). Veoma slični rezultati su dobijeni u našem istraživanju, gde rezistencija na 
hloramfenikol iznosi 21,5%. U periodu od 2008-2012. godine rezistencija invazivnih sojeva 
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pneumokoka na Tajvanu je iznosila 26,2% (505), a u nekim zemljama je dostigla čak 40% (517). 
Sa druge strane, u Brazilu je, tokom 2010. godine rezistencija pneumokoka na hloramfenikol 
iznosila svega 3,3% (518). U Grčkoj je rezistencija pneumokoka na hloramfenikol takođe niska 
ali je zapažen porast rezistencije sa 0,7% (2009.god) na 3,2% (2012.god) (411). Porast 
rezistencije na hloramfenikol bi mogao da se očekuje i u drugim zemljama u kojima se 
hloramfenikol intenzivno koristi i gde se ne sprovodi vakcinacija protiv pneumokoka.  
5.6 Lečenje pneumokoknih infekcija  
     Poznato je da je Streptococcus pneumoniae jedan od najčešćih bakterijskih izazivača infekcija 
respiratornih puteva, u svim uzrasnim populacijama. Kako se ove bolesti uglavnom leče 
empirijski, napravljeni su brojni vodiči za tretman pacijenata sa respiratornim infekcijama. 
Američko udruženje infektologa (engl. Infectious Diseases Society of America, IDSA) i 
Američko torakalno udruženje (engl. American Thoracic Society, ATS) su 2007.godine objavili 
vodič za lečenje vanbolničkih pneumonija (519). U empirijskom lečenju ovih oblika pneumonija 
se preporučuje terapija beta laktamskim antibioticima u kombinaciji sa makrolidima, s obzirom 
na njihov antiinflamatorni efekat (144, 520, 521). Ti vodiči definišu gornji prag rezistencije 
pneumokoka na makrolide u određenom regionu, iznad kojeg se ovi antibiotici ne mogu koristiti 
za lečenje pneumokoknih infekcija. U njima se navodi da se makrolidi ne mogu koristiti kao 
empirijska monoterapija vanbolnički stečene pneumonije ukoliko procenat visoko rezistentnih 
sojeva pneumokoka (MIK ≥16 µg/ml) prelazi 25% u toj sredini. Monoterapija makrolidima je 
ograničena na pacijente koji ne zahtevaju hospitalizaciju i koji nemaju ozbiljne pridružene 
bolesti (519). Ako bi se rukovodili preporukama koje daju gore navedeni vodiči, a imajući u vidu 
rezulate naše sudije o visokoj prevalenciji pneumokoka na makrolide (34%) u Srbiji, kao i 
činjenicu da je dominantan visoko rezistentan MLS fenotip, mogli bi da kažemo da makrolidi 
nisu opcija kao empirijska monoterapija vanbolničke pneumonije naših pacijenata. Sa druge 
strane, oralni oblici azitromicina i klaritromicina su se pokazali efikasni u lečenju mnogih 
slučajeva vanbolničke pneumonije (522-524). 
    Kada se dijagnostikuje pneumokokna pneumonija i ukoliko je izolovani soj pneumokoka 
osetljiv na penicilin (MIK ˂2 µg/ml), prema smernicama IDSA iz 2011. godine, lekovi izbora su 
penicilin ili ampicilin. Lekovi se daju parenteralno, penicilin u dozi od 200 000–250 000 
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U/kg/dnevo na svakih 4–6 h ili ampicillin u dozi od 150–200 mg/kg/dnevno na svakih 6 h. 
Lekovi drugog izbora za parenteralnu terapiju su ceftriakson (50–100 mg/kg/dnevno na svakih 
12–24 h) ili cefotaksim (150 mg/kg/dnevno na svakih 8 h). Može se primenjivati i klindamicin, 
ali samo u područjima sa niskom rezistencijom na ovaj antibiotik, u dozi 40 mg/kg/dnevno na 
svakih 6–8 h, kao i vankomicin (40–60 mg/kg/dnevno na svakih 6–8 h). Blaže infekcije se mogu 
lečiti oralno amoksicilinom (90 mg/kg/dnevno podeljeno u 2 doze ili 45 mg/kg/dnevno u 3 
doze), koji je lek prvog izbora. Lekovi drugog izbora za oralnu terapiju su druga ili treća 
generacija cefalosporina (cefpodoksim, cefuroksim,cefprozil); potom oralni levofloksacin, 
ukoliko je soj osetljiv (16–20 mg/kg/dnevno podeljeno u 2 doze za decu od 6 meseci do 5 godina 
starosti i 8–10 mg/kg/dnevno, jednom dnevno za decu od 5 do 16 godina starosti; maksimalna 
dnevna doza 750 mg) ili oralni linezolid (30 mg/kg/dnevno podeljeno u 3 doze za decu uzrasta 
do 12 godina i 20 mg/kg/dnevno podeljeno u 2 doze za starije od 12 godina) (525). 
    Ukoliko je soj S.pneumoniae rezistentna na penicilin (MIK ≥ 4µg/ml), lek izbora je 
ceftriakson koji se daje parenteralno u dozi 100 mg/kg/dnevno na svakih 12–24 h. Ukoliko je 
neophodna parenteralna terapija, lekovi drugog izbora su ampicilin (300–400 mg/kg/dnevno na 
svakih 6 h), levofloksacin (16–20 mg/kg/dnevno na svakih 12 h za decu uzrasta od 6 meseci do 5 
godina, 8–10 mg/kg/dnevno jednom dnevno za decu uzrasta od 5–16 godina; maksimalna 
dnevna doza 750 mg), ili linezolid (30 mg/kg/dnevno na svakih 8 h za decu urasta do 12 godina i 
20 mg/kg/dnevno na svakih 12 sati za starije od 12 godina); mogu se koristiti i klindamicin, u 
područjima sa niskom rezistencijom (40 mg/kg/dnevno na svakih 6–8 sati) ili vankomicin (40–60 
mg/kg/dnevno/6–8 sati). Kod sojeva rezistentnih na penicilin, ukoliko je potrebna oralna terapija, 
lek izbora je oralni levofloksacin, ako je soj osetljiv (16–20 mg/kg/dnevno u 2 doze za decu 
uzrasta od 6 meseci do 5 godina i 8–10 mg/kg/dnevno, jednom dnevno za decu uzasta od 5–16 
godina, maksimalna dnevna doza 750 mg), ili oralni linezolid (30 mg/kg/dnevno podeljeno u 3 
doze za decu uzrasta do 12 godina i 20 mg/kg/dnevno podeljeno u 2 doze za starije od 12 
godina).  Lek drugog izbora za oralnu terapiju je klindamicin, u područjima sa niskom 
rezistencijom (30–40 mg/kg/dnevno podeljeno u 3 doze). 
    Svi naši sojevi su bili osetljivi na lekove preporučene od strane IDSA vodiča. Jedino treba biti 
oprezan prilikom primene klindamicina, zbog dominacije MLS fenotipa rezistencije među našim 
sojevima, i ukrštene rezistencije na klindamicin. Iako vankomicin deluje na sojeve pneumokoka 
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rezistentne na penicilin, ovaj lek bi trebalo da se koristi veoma pažljivo i to samo kod visoko 
rezistentnih sojeva i za terapiju meningitisa. 
     Kada su u pitanju pneumokokni meningitisi, inicijalna terapija je ceftriakson, kao obavezni 
lek, a vankomcin se dodaje u kombinaciji sa cefotaksimom ili ceftriaksonom (526, 527). 
Cefalosporini imaju veću sposobnost penetracije kroz krvno moždanu barijeru, ali se vankomicin 
dodaje u slučaju da je pneumokok rezistentan na cefalosporine. Vankomicin se u toku lečenja 
isključuje, ukoliko se testom osetljivosti potvrdi da je izolovani soj osetljiv na cefalosporine. 
Ukoliko je vrednost MIK penicilina od 0,1 do 1 µg/ml, u kombinaciji sa cefalosporinima, može 
se dodati meropenem. Međutim, ukoliko se ispostavi da je soj neosetljiv na cefalosporine, 
nastavlja se lečenje sa vankomicinom. Ukoliko je vrednost MIK ceftriaksona veća od 2 µg/ml, 
osim vankomicina se dodaje i rifampicin. Lekovi se daju intravenski, cefotaksim u dozi od 2g/ 3 
puta dnevno, ceftriakson 2g/2 puta dnevno, a vankomicin 1g/ 2 puta dnevno. 
    Studije koje su obuhvatile pacijente sa zapaljenjem srednjeg uha su ukazale na usku 
povezanost između osetljivosti pneumokoka i njegovog odgovora na terapiju makrolidima (528-
530). U lečenju akutnog zapaljenja srednjeg uha, preporučuje se lečenje amoksicilinom, ukoliko 
je soj osetljiv na njega (528). Jedan od preglednih članaka je sumirao brojna klinička iskustva 
prema kojima terapija azitromicinom rešava oko 95% slučajeva zapaljenja srednjeg uha, kada je 
izolovan pneumokok osetljiv na makrolide, ali samo u 20% slučajeva kada je pneumokok 
neosetljiv (530). Slične rezultate je iznela i studija u kojoj je pokazano da azitromicin deluje kod 
23 od 25 dece sa zapaljenjem srednjeg uha uzrokovanim pneumokokom osetljivim na makrolide, 
sa vrednostima MIK eritromicina ˂0,5 µg/ml, ali samo kod troje od osmoro dece kod kojih je 
izolovan pneumokok čija je vrednost MIK azitromicina >2µg/ml (528). Neobjavljeni podaci 
proizvođača azitromicina sugerišu da 30 mg/kg pojedinačne doze leči 85% slučajeva 
pneumokoknog zapaljenja srednjeg uha. U vreme sprovođenja te studije (2001-2002.god) 
regionalni procenat ermB-posredovane rezistencije pneumokoka na makrolide je iznosio svega 
8%. U tom kontekstu, s obzirom na naše rezultate koji ukazuju da je u našoj zemlji rezistencija 
pneumokoka na makrolide u 78,5% slučajeva izazvana ermB pozitivnim sojevima, makrolidni 
antibiotici ne bi mogli da se preporučuju kao empirijska terapija akutnog zapaljenja srednjeg uha 
kod nas. 
Doktorska disertacija 
 
93 
 
    Azitromicin i klaritromicin su se pokazali efikasnim u lečenju akutnog purulentnog sinuzitisa 
(531). Studija sprovedena u Hrvatskoj je pokazala da se azitromicinom postiže 95% slučajeva 
izlečenja akutnog sinuzitisa. U vreme sprovođenja studije, u Hrvatskoj je 25% sojeva 
pneumokoka bilo rezistentno na makrolide (532). Amoksicilin se takođe predlaže u terapiji 
rinosinuzitisa (533). 
    Uprkos visokom nivou rezistencije na beta laktame širom sveta, sojevi kod kojih je vrednost 
MIK penicilina ≥4 µg/ml su retko prisutni. U našim istraživanju su samo 4 MRSP imala vrednost 
pencilina od MIK =4 µg/ml, po jedan soj je ispoljio MIK =8 µg/ml i MIK =12 µg/ml, što je 
ujedno bila i najviša dobijena vrednost MIK penicilina u ovoj studiji. Svi sojevi koji su ispoljili 
visok nivo rezistencije na penicilin su izolovani iz regija kolonizovanih normalnom florom 
(brisevi nosa i spoljašnjeg ušnog kanala), tzv. neinvazivni izolati. Zapazili smo i da  nijedan soj 
izolovan u našem istraživanju nije imao MIK cefalosporina veći od 2 µg/ml, što znači da među 
„nemeningealnim“ uzorcima nijedan soj nije bio visoko rezistentan na cefalosporine. 
     S obzirom da se rezistencija pneumokoka na BLA može prevazići povećanjem doze leka,  
oko 95% pneumokoknih infekcija van centralnog nervnog sistema će imati dobar odgovor na 
terapiju beta laktamima. Penicilin i cefalosporini bi idalje trebalo da budu prva linija terapije kod 
infekcija izazvanih pneumokokom (435). U tom kontekstu, situacija u Srbiji nije dramatična, 
budući da je samo 5,8% MRSP sojeva pneumokoka visoko rezistentno na penicilin. Međutim, 
rezultati našeg istraživanja ukazuju na retku udruženu visoku rezistenciju pneumokoka na 
penicilin i makrolide. Značajno bi bilo odrediti kolika je incidencija PNSP u Srbiji, bez obzira na 
rezistenciju na makrolide. Sa stanovišta rezistencije pneumokoka na antibiotike u Srbiji, 
penicilin bi trebalo da se koristi u lečenju nekomplikovanih pneumokoknih infekcija van 
centralnog nervnog sistema. U lečenju pneumokoknog meningitisa adekvatan izbor bi bili 
cefalosporini i njihova kombinacija sa vankomcinom.  
    Treba napomenuti da se prilikom tumačenja rezistencije pneumokoka na BLA, mikrobiolozi 
susreću sa brojnim problemima. Naime, prema preporukama oba standarda (CLSI i EUCAST), u 
ispitivanju osetljivosti pneumokoka na BLA radi se oksacilin „screen“ test odnosno disk 
difuzioni test sa diskom oksacilina. Prema kriterijumu CLSI, ukoliko je zona inhibicije 
oksacilina ≥ 20 mm, interpretira se da je soj osetljiv na: penicilin (oralni i parenteralni), 
ampicilin, amoksicilin sa ili bez inhibitora beta laktamaza, cefahlor, cefepim, cefotaksim, 
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cefpodoksim, cefprozil, ceftizoksim, ceftriakson, cefuroksim i na karbapeneme. Međutim, 
ukoliko je zona inhibicije oksacilina ≤ 19 mm, ne treba izdavati nalaz da je soj rezistentan na 
BLA, nego je neophodno je da se odredi vrednost MIK penicilina, ceftriaksona, meropenema, ili 
drugih relevantnih BLA koji se planiraju u terapiji. Budući da je određivanje MIK vrednosti 
komplikovano i skupo da se rutinski izvodi u laboratorijama u Srbiji, mikrobiolozi često ove 
preporuke primenjuju samo kada izveštavaju rezistenciju za “meningealne“ izolate. Veliki 
problem predstavlja tumačenje antibiograma za tzv.„ne-meningealne“ izolate, odnosno sojeve 
izolovane od pacijenta koji boluju od pneumokokoknih infekcija van CNS. EUCAST je 2014. 
godine dao dodatne smernice koje se odnose na oksacilin „screen“ test. Kao i kod CLSI, ukoliko 
je zona inhibicije oksacilina ≥ 20 mm, soj pneumokoka se smatra osetljivim na sve relevantne 
BLA. Međutim, ukoliko je zona inhibicije oksacilina ˂ 20 mm, u slučaju meningitisa, soj 
pneumokoka se smatra rezistentnim na peniciline, dok kod “ne-meningealnih“ izolata mora da se 
odredi vrednost MIK penicilina. Ukoliko je zona inhibicije oksacilina ≥ 8 mm, soj se smatra 
osetljivim na ampicilin, amoksicilin sa ili bez inhibitora beta laktamaza, cefepim, ceftriakson i 
cefotaksim. Ali ukoliko je zona inhibicije ˂ 8 mm, mora da se odredi MIK ampicilina i drugih 
BLA (325). Ove, trenutno važeće preporuke EUCAST –a olakšavaju izradu i očitavanje 
antibiograma za neninvazivne i invazivne, ali „ne-meningealne“ izolate pneumokoka. Iako se u 
mnogim laboratorijama u Srbijii idalje koriste prepruke po CLSI za ispitivanje antimikrobne 
osetljivosti, tokom 2015. godine će većina laboratorija i u našoj zemlji preći na preporuke po 
EUCAST-u.  
5.7 Distribucija serotipova kod sojeva MRSP izolovanih u Srbiji 
     U našem istraživanju su tipizirani svi invazivni sojevi pneumokoka rezistentni na makrolide 
(n=48). Nađeno je ukupno 11 serotipova, ali je polovina izolata pripadala tipovima 19F (25%) i 
14 (23%). Sledeći po učestalosti su bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%), dok su serotipovi 6B, 19A, 3, 
23A, 8, 12F, 15B i 31 bili prisutni kod jedne trećine izolata. Među multirezistentnim sojevima, sa 
smanjenom osetljivošću na makrolide, penicilin, tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol su 
takođe, dominirali serotipovi 19F, 14 i 23F. Slične rezultate su objavili i drugi autori. Istraživanje 
autorke Gajić i saradnika je pokazalo da su serotipovi 19F i 14 jedini serotipovi kod kojih je 
nađena istovremena rezistencija na penicillin i eritromicin. Ista dva serotipa su najčešće 
ispoljavala rezistenciju i na ostale beta laktamske antibiotike, kao i na tetraciklin i trimetoprim-
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sulfametoksazol (339). U ovom  istraživanju su svi sojevi serotipa 19F i 14 ispoljili MLSb 
fenotip, koji karakteriše visok nivo rezistencije na makrolide i ukrštena rezistencija na makrolide, 
linkozamide i streptogramine. Sꞌ druge strane, svi serotipovi 6A su ispoljili M fenotip, koji 
pokazuje nizak nivo rezistencije na makrolide, bez ukrštene rezistencije na klindamicin i 
streptogramine. Među MRSP sojevima u Španiji, u periodu pre uvođenja konjugovane vakcine, 
bili su najzastupljeniji serotipovi 14, 19A, 6B, 19F, 6A i 4 (414). U Portugaliji su među MRSP 
sojevima u periodu od 1994-2004.godine najčešće nađene serogrupe 19 i 15 (348). Prema 
podacima CDC-a (engl. Centers for Disease Control and Prevention) među sojevima 
pneumokoka rezistentnim na antibiotike, u preko 90% slučajeva se izoluju serotipovi: 6A, 6B, 
9V, 14, 19A, 19F i 23F (534). Istovremena rezistencija pneumokoka na makrolide i BLA je, 
takođe, često prisutna među istim serotipovima, tj.6A, 6B, 14, 15A, 19F, 19A, 23F i 23A. Ovi 
multirezistentni sojevi često pripadaju nekom od internacionalnih klonova (Spain23F -1; Spain6B -
2; France9V-3 (Spain9V – 3); Taiwan23F  - 15; Poland23F  - 16; Poland6B  - 20; Sweden15A -25)  
opisanim od strane PMEN (engl. Pneumococcal Molecular Epidemiology Network) (410, 535, 
536). Među našim sojevima S.pneumoniae istovremena rezistencija na makrolide i penicilin je 
bila prisutna kod tipičnih rezistentnih serotipovia: 19F, 14, 6A, 23F, 6B i 19A, dok su serotipovi: 
3, 8, 12F, 15B, 23A i 31 bili osetljivi na penicilin. Može se zaključiti da su među našim izolatima 
sa smanjenom osetljivošću na antibiotike dominirali poznati rezistentni serotipovi. Ovakva 
epidemiološka slika, kakva je prisutna kod nas je karakteristična za zemlje pre uvođenja 
pneumokokne konjugovane vakcine u kalendar obavezne imunizacije.  Međutim treba naglasiti 
da je u našem istraživanju tipiziran relativno mali broj izolata i da su svi tipizirani izolati 
invazivni. 
    U zemljama u kojima se vrši imunizacija dece konjugovanom pneumokoknom vakcinom 
redukuje se kliconoštvo vakcinalnim tipovima (VT) S.pneumoniae. Serogrupe koje se često 
izoluju kod kliconoša u pedijatrijskoj populaciji, 6, 19 i 23 (VT), ispoljavaju najvišu rezistenciju 
na antibiotike. Imunizacijom dece se zapravo smanjuje kolonizacija rezistentnim serotipovima u 
ovoj populaciji i njihovo prenošenje na drugu decu i odrasle. Na taj način se vakcinacijom, pored 
smanjenja incidencije invazivnih pneumokoknih bolesti, smanjuje i incidencija rezistencije 
pneumokoka, naročito kod male dece (126, 537-539). Pneumokokna konjugovana 
sedmovalentna vakcina PCV7 je na tržištu od 2000.godine u nekim zemljama. Prvobitno je 
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vakcina razvijena sa ciljem da se smanji incidenca IPB u SAD i Kanadi (126), pa je i pravljena 
od serotipova koji u tim zemljama izazivaju 85% svih IPB. Međutim, isti serotipovi su 
uzrokovali 83% slučajeva pneumokoknog meningitisa, ali su istovremeno bili rezistentni na 
antibiotike, te su nađeni kod 81% infekcija uzrokovanih PNSP (158). Nakon uvođenja PCV7, 
prema podacima ABCs-a, u SAD je zabeležena redukcija incidence IPB za 76%, među decom 
mlađom od 5 godina. U SAD se broj hospitalizovanih pacijenata smanjio za 40% kada su u 
pitanju deca mlađa od dve godine (540). U studijama koje su istraživale seroepidemiologiju IPB 
evropskih zemalja (2000-2005.god) utvrđeno je da serotipovi sadržani u sedmovalentnoj vakcini 
uzrokuju 74% slučajeva IPB dece u Evropi (538). U međuvremenu su registrovane nove vakcine, 
PCV10 i PCV13, koje obuhvataju veći broj serotipova te mogu prevenirati IPB izazvane 
dodatnim serotipovima, prvenstveno među decom.  
    U studiji sprovedenoj u Izraelu administracija konjugovane vakcine je redukovala upotrebu 
antibiotika za 17%, dovela do smanjenja kliconoštva rezistentnim sojevima i redukovala 
incidencu pneumokoknih respiratornih bolesti (541, 542). Nakon uvođenja PCV7 u kalendar za  
imunizaciju dece 2001. godine u Španiji, zabeležen je značajan pad rezistencije na makrolide 
među invazivnim izolatima u ovoj populaciji - sa 42,9% tokom 2003. godine na 20,8%  u 2006. 
godini (413). U Mađarskoj je PCV7 dostupna od 2005. godine, a tek je 2009. godine ušla u 
nacionalni program imunizacije. Tri godine kasnije, 2010. godine je zamenjena sa PCV13 (543). 
Obuhvat dece rođene 2010. godine vakcinacijom je bio veoma visok (92,8%). Zabeleženo je da 
su u periodu pre uvođenja PCV10, do 2010. godine, u Mađarskoj dominirali „stari pedijatrijski“ 
serotipovi (14, 23F, 6B, 19F). Međutim, posle povećanja broja vakcinisane dece, tokom 
poslednjih godina, serotip 14 je gotovo iščezao. Sa druge strane došlo je do porasta učestalosti 
ranije retkih, nevakcinalnih serotipova (11A, 15A, 15B) ali je taj porast znatno manji nego što je 
bio pad VT (544). U Hrvatskoj su najzastupljeniji serotipovi među invazivnim sojevima: 14, 6B, 
18C i 23F. Navedeni serotipovi su obuhvaćeni PCV7 i ova vakcina pokriva 72,7% IPB među 
decom u Hrvatskoj (545). Međutim, PCV7 je tek od kraja 2010. godine dostupna na hrvatskom 
tržištu. Među našim izolatima dobijenim od dece je bilo prisutno šest različitih serotipova: 19F, 
14, 6A, 6B, 23F i 19A. Od toga se serotipovi 6B, 14, 19F i 23F nalaze u sastavu PCV7 i PCV10, 
dok su svi serotipovi, uključujući 6A i 19A pokriveni 13 valentnom vakcinom. Uvođenje 
sedmovalentne konjugovane vakcine je, pored već navedenih izuzetno pozitivnih efekata na 
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smanjenje incidencije IPB izazvane vakcinalnim serotipovim, kao i na smanjenje rezistencije 
pneumokoka, imalo i neke neželjene efekte, a to je blag porast prevalencije nevakcinalnih tipova 
(NVT) 6A i 19A, koji su često bili rezistentni na penicilin. Porast incidence IPB uzrokovanih 
nevakcinalnim serotipom 19A je posmatran u svim starosnim grupama. U periodu od 1998-1999. 
godine do 2006-2007. godine incidenca serotipa 19A je porasla sa 2,6% na 47,2%  kod dece  ≤ 5 
godina,  sa 2,9% na 16,6%, kod osoba od 18-64 godine, i sa 3,7% na 14,9% kod osoba ≥ 65 
godina (546). U Portugaliji serogrupa 19 nije bila prisutna u periodu 1994-1998. godine, da bi u 
periodu posle uvođenja PCV7, od 2002-2004. godine, činila čak 43,1% izolata (348). Zbog toga 
su polisaharidi ova dva serotipa uključena u PCV13, pa se očekuje se da će se vremenom 
smanjiti njihova zastupljenost. 
    Na žalost, pneumokokne konjugovane vakcine, iako su prisutne na slobodnom tržištu, nisu 
uvedene u redovan kalendar imunizacije dece u Srbiji. Na osnovu malog broja tipiziranih 
invazivnih izolata MRSP u ovoj studiji, mogli smo da uočimo da su serotipovi koji su nejčešće 
izolovani od dece, 14 i 19F, kao i sledeći po učestalosti, 6B i 23F zastupljeni u PCV7 i PCV10. 
Dodatna 4 rezistentna izolovana soja su pripadala serotipovima 6A i 19A, koje pokriva PCV13.  
    Upotreba vakcine, pored redukovanja ukupne incidencije pneumokoknih bolesti, dovodi i do 
smanjenja upotrebe antibiotika. To će dalje smanjiti selektivni pritisak od strane antibiotika i 
stvaranje rezistencije (što više koristiti vakcinu a što manje antibiotik). Trajanje koristi od 
vakcinacije će zavisiti od toga da li će rezistentni sojevi ostati u serogrupama koje su uključene u 
vakcinu. Ukoliko počnu da dominiraju rezistentni sojevi tipova koji nisu uključeni u vakcinu, 
pozitivan efekat vakcinacije na smanjenje rezistencije pneumokoka će tokom vremena opasti. 
5.8 Nadzor nad pneumokoknim infekcijama 
     Naše istraživanje predstavlja prvu detaljnu analizu fenotipskih i genotipskih osobina sojeva 
pneumokoka rezistentnih na makrolidne antibiotike u Srbiji. Ovi rezultati mogu da predstavljaju 
osnovu epidemiološke baze podataka, na koju bi se nadovezalo dalje praćenje učestalosti 
rezistencije pneumokoka na makrolide, kao i promene u distribuciji serotipova i gena 
rezistencije. Analize izolata pneumokoka rezistentnih na makrolide su od posebnog značaja s 
obzirom da je prevalencija rezistencije pneumokoka na makrolide u Srbiji visoka. Rezistencija 
pneumokoka na makrolide je u našoj zemlji premašila rezistenciju na penicilin. U razvijenim 
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zemljama se već dve decenije sprovodi aktivan epidemiološki nadzor nad IPB i nad 
rezistencijom pneumokoka. Na taj način je omogućeno praćenje incidencije i prevalencije 
oboljevanja, rezistencije invazivnih i neinvazivnih izolata, distribucije serotipova i rezistentnih 
klonova, distribucije mehanizama rezistencije na antibiotike, kao i gena koji determinišu 
rezistenciju, na osnovu čega se prave strategije za terapiju i vakcinaciju. 
    U Srbiji je od skoro (2014. godine) započet aktivni nadzor nad IPB, publikovanjem vodiča za 
nadzor nad IPB i prezentovanjem programa nadzora epidemiolozima u nekoliko centara. Stoga 
nema još zvaničnih podataka. Međutim, naši rezultati ukazuju na to da izolati u Srbiji imaju 
slične fenotipske i genotipske osobine – serotipove i antimikrobnu rezistenciju, kao i izolati u 
evropskim zemljama u kojima nema velikog obuhvata vakcinacijom konjugovanom vakcinom. 
Sa ciljem unapređenja mera prevencije uvođenjem PCV u nacionalni program imunizacije, 
poboljšanja dijagnostike i lečenja pneumokoknih infekcija, neophodna je da program aktivnog 
nadzora i zaživi, da se uspostavi nacionalna mreža laboratorija i popravi epidemiološki nadzor 
nad prijavom IPB. Očekuje se da bi uvođenje vakcine koja pokriva serotipove zastupljene u 
našoj populaciji dovelo do smanjenja učestalosti invazivne pneumokokne bolesti i rezistencije na 
antibiotike u Srbiji. Rezultati budućih istraživanja bi mogli da ukažu na promene u incidenciji 
rezistencije na makrolide među izolatima S. pneumoniae, na eventualne izmene u fenotipovima i 
genotipovima kod sojeva rezistentnih na ove antibiotike, kao i na izmene u distribuciji, 
serotipova i klonova izolata MRSP  u Srbiji. 
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6 ZAKLJUČCI 
 
Na osnovu dobijenih rezultata, mogu se izvesti sledeći zaključci: 
 
 U našem ispitivanju smo našli da je ukupna rezistencija pneumokoka na makrolide, u 
periodu od 2010-2012. god u Srbiji iznosila 34% 
 Sojevi Streptococcus.pneumoniae rezistentni na makrolide su češće bili izolovani kod 
dece (36%) u odnosu na odrasle (29%) osobe 
 Sojevi Streptococcus pneumoniae rezistentni na makrolide su češće izolovani iz 
neinvazivnih (35,5%) u odnosu na invazivne (27,4%) materijale 
 Dominantan fenotip rezistencije na makrolide je bio MLSb fenotip (78,5%). Konstitutivni 
MLS fenotip je bio zastupljen kod 73,9%, a inducibilni MLS kod 4,6% MRSP izolata 
 Potvrđena je udruženost mefA gena i M fenotipa; ermB gena sa iMLS i cMLS fenotipom.  
 Prisustvo oba ermB i mefA gena rezistencije je potvrđeno kod 43,9 % izolata. Svi izolati 
koji su imali oba gena rezistencije su ispoljili MLSb fenotip  
  Istovremena neosetljivost na penicilin je bila zastupljena kod 16% sojeva Streptococcus 
pneumoniae rezistentnih na makrolide, u Srbiji. Visok nivo rezistencije na penicilin je 
imalo svega 5,82% MRSP izolata 
  Među sojevima pneumokoka rezistentnim na makrolide u Srbiji je bio prisutan visok 
nivo rezistencije na tetraciklin (81,3%) i trimetoprim-sulfametoksazol (74,3%) 
 Multirezistenti sojevi, koji su bili rezistentni na tetracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol su predstavljali dve trećine (66,1 %) izolata MRSP  
  Zastupljenost udružene rezistencije MRSP na tetraciklin i trimetoprim-sulfametoksazol 
je bila veća kod sojeva sa MLS fenotipom (73,1%) u odnosu na sojeve sa M fenotipom 
(36,7%) 
 Zastupljenost istovremene rezistencije na makrolide i druge antibiotike, penicilin, 
amoksicilin, cefotaksim, tetraciklin, trimetoprim-sulfametoksazol, kao i multirezistentnih 
sojeva je bila veća kod pedijatrijskih izolata pneumokoka u odnosu na sojeve dobijene 
kod odraslih 
 Učestalost istovremene rezistencije na makrolide i druge antibiotike, tetraciklin i 
ofloksacin, je bila prisutnija među neinvazivnim u odnosu na invazivne MRSP izolate. 
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Invazivni izolati MRSP iz likvora su pokazivali veću rezistenciju na beta laktamske 
antibiotike u odnosu neinvazivne sojeve 
 Sojevi pneumokoka rezistentni na makrolide su pokazali veoma visok nivo osetljivosti 
(>90%) na levofloksacin, telitromicin, cefotaksim, imipenem  
 Sojevi MRSP su u potpunosti bili osetljivi na vankomicin, linezolid, moksifloksacin, 
sparfloksacin, rifampicin i pristinamicin 
 Među invazivnim sojevima S.pneumoniae rezistentnim na makrolide je nađeno 12 
različitih serotipova. Polovina izolata je pripadala serotipovima 19F (25%) i 14 (23%), 
dok su sledeći po učestalosti bili 6A (10,41%) i 23F (8,3%) 
 Istovremena rezistencija na makrolide, penicilin, tetracikline i trimetoprim-
sulfametoksazol je nađena kod serotipova 19F, 14 i 23F, dok su serotpovi 12F i 31 bili 
neosetljivi samo na makrolide 
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